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La pathophysiologie de l’inflammation chronique observée dans les voies respiratoires des
patients asthmatiques demeure mal comprise. Récemment, plusieurs études ont montré
qu’un dysfonctionnement du processus d’apoptose des cellules immunitaires menant à un
prolongement de la survie cellulaire serait l’un des processus impliqué. En effet, les
lymphocytes T CD4 des sujets asthmatiques seraient résistants à l’apoptose induite par
Fas. Cependant, les mécanismes responsables de cette résistance sont inconnus.
Les tachykinines sont une famille de peptides qui comprend entre autres la substance P (SP)
et la neurokinine A (NKA). La $P et la NKA sont codées par le gène préprotachykinine-A
(PPT-A) et se lient avec des affinités différentes sur les récepteurs de type neurokinine- 1
(NK-1) et neurokinine-2 (NK-2) pour induire leurs actions. Les récepteurs NK-1 sont
exprimés sur la majorité des cellules immunitaires, qui sont elles-mêmes régulées par la $P.
La SP semble jouer un rôle important dans le processus d’apoptose puisque ce neuropeptide
inhibe l’apoptose des neutrophiles humains et des thymocytes murins induite par les
glucocorticoïdes. À ce jour, le rôle de la SP dans la régulation de l’apoptose des
lymphocytes T CD4 est inconnu.
Afin d’étudier les interactions potentielles entre la SP et les cellules T CD4 dans la
régulation de l’apoptose, nous avons utilisé les cellules Jurkat CD3CD4CD$, une lignée
cellulaire sensible à l’apoptose induite par Fas. Dans un premier temps, nous avons
déterminé si les cellules Jurkat exprimaient le récepteur NK- 1 et si elles étaient une source
de SP. Nos résultats indiquent que les cellules Jurkat expriment le récepteur NK-1 et
qu’elles produisent de la SP. Ces résultats suggèrent l’existence d’une régulation autocrine
des fonctions des cellules T CD4 par le système tachykinergique (SP/récepteur NK-1).
Nous avons donc utilisé cette lignée cellulaire afin d’étudier le rôle de la SP dans la
modulation de l’apoptose des lymphocytes CD4 induite par l’activation de Fas. Ainsi, les
cellules ont été incubées dans un milieu de culture avec ou sans un anticorps anti-Fas
activateur de fas en absence de son ligand, et en présence ou non de divers antagonistes
sélectifs du récepteur NK-1. L’apoptose a été déterminée par la mesure des altérations
iv
membranaires, mitochondriales et nucléaires. Nos résultats montrent que le blocage du
récepteur NK-1 induit l’apoptose des lymphocytes T CD4. De plus, nos résultats indiquent
que le blocage du récepteur NK-1 favorise l’apoptose induite par Fas.
En conclusion, nous proposons que le récepteur NK- 1 est un facteur déterminant dans le
contrôle de l’apoptose des lymphocytes CD4 et que l’activation du système
tachykinergique protège les cellules contre l’apoptose induite par des facteurs pro
apoptotiques. De plus, nous avons montré qu’il existe des interactions entre le système
tachykinergique et la voie de Fas dans la régulation de l’apoptose.
Mots clés: antagonistes du récepteur NK-1, asthme, apoptose, Fas, récepteur NK-1,
substance P, tachyldnines.
VABSTRACT
The pathophysiology of chronic airway inflammation in asthma remains poorly understood.
Recently, immune ceils apoptosis dysregulation and, consequently, celi survival
prolongation have been proposed as important involved mechanisms. CD4 T ceils of
asthmatic subjects have been found to be resistant to fas-induced T cell apoptosis.
However, the mechanisms underlying this resistance remain unknown.
Tachykinins, whicli include substance P (SP) and neurokinin A, are a family of structurally
related peptides encoded by the preprotachykinin-A (PPT-A) gene. SP acts mainly through
the neurokinin-1 receptor (NK-1R). NK-lRs are expressed in most immune ceils which are
modulated by SP. Recently, SP lias been found to suppress glucocorticoid-induced
thymocytes apoptosis. This suggests that SP is a potent regulator of ceil apoptosis.
Whether it may also regulate apoptosis in T ceils is unknown.
To examine the potential interplay between $P and CD4+ T celis in the regulation of
apoptosis, we employed CD3CD4CD$ Jurkat celis, a T ceil une sensitive to fas-induced
apoptosis. To date, there bas been no report on the expression ofNK-1R in Jurkat ceils. The
aims ofthe study were to determine the expression ofNK-ÏR in Jurkat celis and to examine
whether these celis are a source of SP. In this smdy, we showed that Jurkat T celis express
both NK-1R and SP. Because normal human T celis express the NK-1R, the Jurkat T ceil
une constitutes a valid ceil model to examine the roTe of tachykinins in the regulation of
CD41 T ceil apoptosis.
The second aim of this study was to examine whether the Tacl/Tacl R tachykinergic
system modulates the basal level and Fas-induced Jurkat CD41 T-cell apoptosis. We found
that blocking the NK-l receptor with selective NK-l antagonists increased the basal level
of Jurkat T-cell apoptosis. We also found that blocking NK-1R receptors with selective
receptor antagonists further increased fas-induced Jurkat T-cell apoptosis.
vi
In conclusion, our study provides the first evidence that the SP/NK-1 receptor system is
activated in an autocrine manner in human T-cells and promotes celi survival. Furthermore,
the present study has provided evidence that an interpÏay exists between the tachykinergic
system and the fas system in the regulation ofT-cell apoptosis.
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L’asthme est un syndrome pulmonaire chronique caractérisé par quatre composantes: 1)
des épisodes récurrents d’obstruction des voies respiratoires qui cessent spontanément ou à
la suite d’un traitement, 2) une hyperréactivité bronchique non spécifique, c’ est-à-dire une
bronchoconstriction exagérée à la suite de stimuli qui n’ont habituellement peu ou pas
d’effets chez les sujets non asthmatiques, 3) une infiltration par les mastocytes, les
éosinophiles et les lymphocytes CD4 de type Th2 et 4) un remodelage des voies
respiratoires [1-4]
1.2 Épidémiologie
L’asthme est un désordre chronique qui affecte la qualité de vie d’environ 5 à 10% de la
population adulte [2j Il touche autant les hommes que les femmes et débute habituellement
avant l’âge de 25 ans, même s’il peut se développer à tous les âges [2,41•
Depuis les trois dernières décennies, la prévalence de l’asthme ne cesse d’augmenter,
surtout dans les pays industrialisés [2.3,5]• L’asthme représente un problème de santé
publique majeur en terme de morbidité et de coûts directs et indirects, ceux-ci se chiffrant à
plus de six milliards de dollars par année aux États-Unis. [2,4,51
1.3 Pathophysiologie de l’asthme
La pathophysiologie de l’asthme se divise en trois processus non mutuellement exclusifs:
une inflammation aiguè, une inflammation chronique et un remodelage des voies
respiratoires [61
31.3.]. L ‘inflammation aiguê
Plusieurs facteurs peuvent mener à un bronchospasme aigu et/ou à l’inflammation dans
l’asthme (figure 1), mais dans plusieurs cas, l’agent responsable demeure inconnu (asthme
intrinsèque) [4, 7j Cependant, indépendamment de la cause, la pathologie et l’évolution de
la maladie s’avèrent très similaires. Dans ce mémoire, nous nous concentrerons sur la
physiopathologie de l’asthme allergique qui affecte 80% des asthmatiques [8j•
Plusieurs suj ets asthmatiques sont génétiquement prédisposés à produire des
immunoglobulines E (IgE) subséquemment à leur exposition à des allergènes
environnementaux communs, une propriété nommée atopie [9, 10] Ces IgE, après un bref
séjour dans la circulation sanguine, se lient principalement aux récepteurs des IgE de haute
affinité (fcERI) situés à la surface des basophiles et des mastocytes. Cette réaction est
cliniquement silencieuse. Cependant, lorsque l’organisme entre de nouveau en contact
avec le même allergène, l’interaction de celui-ci avec les IgE déjà fixés aux mastocytes et
aux basophiles provoque leur dégranulation, la relâche immédiate et la synthèse de novo de
nombreux médiateurs de l’inflammation, dont l’histamine, les leucotriènes et les
prostaglandines (Tableau 1). Ces substances exercent diverses actions dont une constriction
des voies respiratoires, une augmentation de la perméabilité des vaisseaux avec
extravasation de protéines plasmatiques, la formation d’oedème ainsi qu’une sécrétion de
mucus
[1,3,6] Tous ces effets contribuent à l’obstruction rapide des voies respiratoires qui se
manifeste cliniquement par une respiration sifflante et rapide, de la dyspnée, de la toux, de
même que de l’anxiété [2,3,5,6,h11•
Figure 1: Stimuli à l’origine d’une exacerbation de l’asthme. Certains stimuli sont dits
inducteurs car en plus d’induire une crise d’asthme, ils aggravent l’inflammation sous-jacente. Les
provocateurs, à I ‘inverse, n ‘induisent pas de changements dans les voies respiratoires et n ‘affectent donc pas

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































51.3.2 Inflammation chronique et remodelage des voies respiratoires
De quatre à neuf heures après le contact avec l’allergène survient une phase d’inflammation
dite semi-retardée. Elle est caractérisée par l’infiltration de la paroi des voies respiratoires
par les éosinophiles, les mastocytes, les lymphocytes T CD4, les neutrophiles et les
macrophages [1,3,4,6,8] La lumière des voies respiratoires est quant à elle envahie par les
mêmes cellules auxquelles s’ajoutent du mucus et des cellules épithéliales qui se sont
détachées de la paroi des voies respiratoires [31• Toutes ces composantes cellulaires
relâchent à leur tour divers médiateurs pro-inflammatoires (radicaux libres, cytokines, etc.),
ce qui contribue à créer un micro-environnement favorable à la synthèse d’IgE et à
l’inflammation chronique [1,2]
La persistance de l’inflammation dans les voies respiratoires mène à une cicatrisation des
lésions et à une altération chronique des structures, un processus nommé le remodelage.
Dans l’asthme, le remodelage se caractérise par une hyperplasie et une hypertrophie du
muscle lisse et par une augmentation du nombre de glandes à mucus [1,3,6,8,13,14]
L’activation des éosinophiles, des fibroblastes et des myoblastes contribue, par la sécrétion
de TGf- et le dépôt de collagène, à l’épaississement de la membrane basale [4,12,13,14,15] Le
remodelage est également caractérisé par la formation de néo-vaisseaux dans la sous-
muqueuse, ce qui provoque une congestion vasculaire [14,15] Tous ces changements
entraînent une réduction permanente du calibre des voies respiratoires et un déclin plus
rapide de la fonction pulmonaire comparativement aux sujets non asthmatiques.
Cliniquement, il existe une relation entre le remodelage et la sévérité de l’asthme telle que
démontrée par l’hyperréactivité bronchique et la susceptibilité accrue aux exacerbations
aiguès
[1,6,15]
1.3.3 Le rôle des lymphocytes T dans 1 ‘inflammation chronique
Les lymphocytes T CD4 jouent un rôle primordial dans la modulation et la persistance de
l’inflammation chronique [12,13,14] Ils se retrouvent en quantité importante dans les voies
respiratoires des asthmatiques [12,13] et expriment à leur surface des marqueurs d’activation
6précoce (IL-2R) et chronique (HLA-DR, VLA-1) [12,13,141• II existerait une association
positive entre la sévérité de l’asthme et le nombre de cellules CD4 retrouvées dans les
lavages broncho-alvéolaires [6]•
Il existe au moins deux sous-types de cellules T CD4 qui se distinguent par leur patron de
sécrétion de cytokines: les cellules Thi (IL-2, IfN-y), essentielles pour les mécanismes de
défense intracellulaire, et les cellules Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13), qui jouent un rôle dans
le contrôle de la réponse allergique. Les cellules Thi exercent une inhibition sur les
cellules Th2 et vice-versa [1]• L’analyse des lavages broncho-alvéolaires et des biopsies
bronchiques provenant de sujets asthmatiques a révélé une augmentation du nombre de
cellules exprimant de l’ARNm pour IL-3, IL-4, IL-5 et GM-CSF [16,17] De plus, des
concentrations élevées de cytokines de type Th2 ont été retrouvées dans les voies
respiratoires des asthmatiques [16,18,19,20] Ces études suggèrent fortement que l’asthme est
principalement caractérisé par une réponse immunitaire de type Th2 [16,21] Cependant, des
études ont montré une augmentation de la concentration d’IFN-y dans le sérum et les
lavages broncho-alvéolaires de sujets asthmatiques [8]• Des cellules Thi ont également été
retrouvées dans les voies respiratoires de certains asthmatiques, soulevant la possibilité que
ces lymphocytes soient également impliqués dans la physiopathologie de l’asthme [8]•
Dans l’asthme, la sécrétion de cytokines par les cellules Th2 serait responsable de
l’hyperréactivité bronchique, de l’hypersécrétion de mucus et de la réponse inflammatoire
par l’activation des éosinophiles [8] Ces lymphocytes agiraient également de concert avec
les myocytes afin d’induire le remodelage des voies respiratoires [22]
Même pendant les périodes de quiescence, la sécrétion de cytokines de type Th2 dans les
voies respiratoires des asthmatiques est continuelle [8]• Afin d’expliquer ce phénomène,
trois hypothèses ont été émises : 1) une augmentation de la production de cellules T CD4
précurseurs, 2) une augmentation du recrutement et/ou de la prolifération des cellules
effectrices ou mémoire T CD4 ou 3) une diminution de l’élimination des cellules T CD4
effectrice ou mémoire [8]• Seule cette dernière hypothèse sera traitée dans la section qui
suit.
71.3.4 Augmentation de la survie cellulaire dans l’asthme
L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire qui permet la limitation des dommages
[121323]tissulaires et la resolution du processus inflammatoire ‘ ‘
. Dans 1 asthme, la
persistance de l’inflammation serait attribuable à une altération de la régulation de
l’apoptose menant à une survie prolongée et à une accumulation des cellules
inflammatoires [12,13,24]
Une dysfonction de l’apoptose a d’abord été mise en évidence chez les éosinophiles
provenant d’échantillons sanguins [25,26] et de biopsies bronchiques de patients asthmatiques
[27] L’augmentation de l’expression de certaines cytokines telles que GM-CSF [28] la
surexpression de la molécule anti-apoptotique Bd-2 par les éosinophiles [29] et de certaines
molécules d’adhésion sur les cellules épithéliales [30.31] sont quelques-uns des mécanismes
qui ont été proposés pour expliquer la survie prolongée des éosinophiles.
Ce n’est que récemment que des études se sont penchées sur le rôle de l’apoptose des
lymphocytes T dans l’asthme. Plus précisément, c’est l’interaction entre Fas et FasL, la
voie principale d’activation de l’apoptose des cellules T [32,33,34] qui a reçu le plus
d’attention des chercheurs. Spinozzi et al. a d’abord montré une diminution de l’expression
de l’ARNm de Fas et de son ligand, FasL, dans les cellules T pulmonaires provenant de
sujets asthmatiques. Ce résultat pourrait expliquer pourquoi ces cellules se sont montrées
résistantes à l’apoptose induite in vitro par l’anticorps anti-Fas [351• À l’inverse, dans
l’étude de Jayaraman et al., aucune différence n’a été observée dans l’expression de Fas
entre les sujets normaux et asthmatiques, même s’il a été montré que seules les cellules T
CD4 des sujets asthmatiques étaient résistantes à l’apoptose induite par Fas [36] Par
contre, les résultats d’une autre étude font état d’une augmentation de la concentration
plasmatique de Fas soluble chez les asthmatiques [37,38j• La forme soluble de Fas inhibe de
manière compétitive la liaison du récepteur membranaire Fas, ce qui pourrait expliquer la
diminution de l’apoptose des cellules T observée dans l’asthme [37,381
8Concernant l’expression de FasL sur les lymphocytes T, l’étude de Krug et aï. a montré
qu’elle était similaire chez les sujets normaux et asthmatiques, et qu’une stimulation par un
allergène en augmentait l’expression chez les asthmatiques [39j D’autres études ont indiqué
que seuls les lymphocytes Thi exprimaient fasL à la suite d’une activation du complexe
CD3/TCR [34,40,411 et que, par conséquent, ils étaient beaucoup plus sensibles à l’apoptose
que les cellules Th2 [34,40,42,431 L’IFN--y induit l’expression de FasL sur les lymphocytes de
type Th2, [34] mais la faible expression de cette cytokine dans l’asthme contribuerait
d’autant plus à limiter l’expression de FasL et expliquerait la prédominance et la résistance
à l’apoptose des lymphocytes Th2 [34, 38j
Il existe également une controverse quant au rôle de la molécule anti-apoptotique Bd-2
dans la résistance à l’apoptose dans l’asthme, certaines études montrant une augmentation
[351 et d’autres une diminution [38], ou un niveau équivalent d’expression [“
comparativement aux cellules T de sujets témoins.
En résumé, la survie des éosinophiles et des lymphocytes T CD4 serait prolongée dans
l’asthme. Une étude récente a mis en évidence que ces deux types cellulaires pourraient
coopérer afin d’induire l’apoptose des cellules épithéliales bronchiques, expliquant ainsi la
perte de l’épithélium pseudostratifié observée dans l’asthme [45j La suppression ou la
stimulation anormalement élevée de l’apoptose de différents types cellulaires joueraient
donc un rôle primordial dans la physiopathologie de l’asthme.
1.3.5 L ‘asthme, un désordre neuro-inflammatoire
Le système nerveux autonome contrôle différents aspects de la fonction respiratoire et
pourrait contribuer, par son interaction avec les cellules inflammatoires, à la
physiopathologie de l’asthme. En effet, la relâche de médiateurs inflammatoires
augmenterait la relâche d’ acétylcholine (ACh) à partir des terminaisons cholinergiques,
induisant une bronchoconstriction et une augmentation de la sécrétion de mucus (Tableau
1) [131 Le système adrénergique serait également la cible des molécules pro
inflammatoires, ce qui réduirait la réponse bronchodilatatrice physiologique [13] Enfin, les
9médiateurs inflammatoires favoriseraient l’activation des terminaisons nerveuses sensitives
et la relâche de substance P ($P) et de neurokinine A (NKA), ce qui provoquerait une
amplification de la réponse inflammatoire et de la relâche d’ACh [13, 46] Une discussion
plus détaillée concernant le rôle de la SP et de la NKA dans l’asthme se retrouve dans la
section 2 — Les tachykinines -.
2. Les tachykinines
2.1 Introduction
Les tachykinines sont une famille de peptides de onze à douze acides aminés qui comprend
la substance P ($P), la neurokinine (NK) A (NKA) et la neurokinine B (NKB) [47, 48]• La $P
et la NKA exercent divers effets qui pourraient contribuer aux changements
physiopathologiques observés dans les voies respiratoires des asthmatiques [46,491 fait
intéressant à noter, les tachykinines doivent leur nom à leur capacité à provoquer une
contraction rapide du muscle lisse, comparativement à la stimulation lente et retardée des
bradykinines (du grec bradus, lent, versus takhus, rapide) [501
2.2 Biosynthèse et métabolisme des tachyldnines
La SP et la NKA sont codées par le même gène, le préprotachykinine (PPT)-A (PPT-A).
Ce gène subit un épissage alternatifconduisant à la fonnafion de quatre transcrits d’ARNm : a, f3, ‘y et
6, ce dernier dérivant d’un second épissage du transcrit a (Figure 2) [471• Les transcrits a et
6 codent uniquement pour la SP, alors que f3 et ‘y codent pour la SP et la NKA [471• Les
isoformes f3 et ‘y codent également pour deux neuropeptides, le neuropeptide K (NPK) et le
neuropeptide ‘y (NP’y), dont les fonctions ne sont pas encore bien connues. La NKB est
quant à elle codée par un gène différent, nommé PPT-B [471•
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Gène Préprotachykinine-A
Transcript a Transcript [3 Transcript ‘y
/ ‘4 /
SP SP NKA NPK SP NKA NP’y
Peptide signal
Transcript NPK: Neuropeptide K NP’y: Neuropeptide ‘y
SP: Substance P NKA: Neurokinine A
Figure 2 : Épissage atternattfdu gène préprotachykinine-A.
2.3 Expression des tachykinines dans l’asthme
La SP et la NKA sont mises en réserve dans des granules à l’intérieur des fibres sensitives
de type C du système nerveux autonome et du système nerveux entérique [47j• Au niveau
des voies respiratoires, des fibres de type C ont été identifiées au-dessous et à l’intérieur de
l’épithélium bronchique, autour des vaisseaux sanguins et des glandes sous-muqueuses
ainsi qu’à l’intérieur de la couche de muscle lisse bronchique [51,521 La SP et la NKA sont
également produites par certaines cellules immunitaires, dont les monocytes et les
macrophages [53,54,551 les cellules dendritiques [521 et les lymphocytes B et T [56,57j• De plus,
leur présence a été détectée sur les cellules de muscle lisse pulmonaire [581 ainsi que sur les
cellules épithéliales et endothéliales [51] Chez l’homme, les fibres C contenant des
tachykinines sont relativement rares [521• Certaines études ont montré une augmentation de
leur nombre chez les asthmatiques [591 alors que d’autres n’ont trouvé aucune différence par
rapport aux sujets normaux [60,611 Malgré cette controverse, il semble exister un consensus
sur le fait que les cellules immunitaires constituent la source majeure de tachykinines dans
les voies respiratoires chez l’humain [62]
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Chez les asthmatiques [63] et les patients décédés à la suite d’un status asthmaticus [64], la
concentration de SP est significativement réduite dans les parois des voies respiratoires, ce
qui suggère une augmentation de la relâche et de la dégradation de ce neuropeptide. Aussi,
les concentrations de SP et de NKA sont significativement plus élevées dans les
expectorations et les lavages broncho-alvéolaires des patients asthmatiques
comparativement aux patients normaux, et ces niveaux sont augmentés à la suite d’une
exposition à un allergène [46,65,66] De plus, chez les asthmatiques, la concentration de SP
est corrélée avec le nombre d’éosinophiles, ce qui confirme le rôle de ce neuropeptide dans
l’inflammation de type neurogénique {14,491• Une étude réalisée avec des rats sensibilisés a
également montré que le niveau de SP dans les lavages broncho-alvéolaires était augmenté
par l’exposition à un allergène [67]
La capsaïcine, l’histamine, la bradykinine, les prostaglandines, les leucotriènes et certains
allergènes sont quelques exemples de stimuli qui peuvent provoquer la relâche de SP et de
NKA [52,68] Une fois libérés, ces neuropeptides peuvent interagir directement avec leurs
récepteurs et/ou diffuser dans les tissus, le sang ou le système lymphatique [48]• Leur durée
d’action est courte, car ces neuropeptides sont rapidement dégradés par une multitude de
protéases situées à la surface cellulaire, plus particulièrement l’endopeptidase neutre (NEP)
24:11 et l’enzyme de conversion de l’angiotensine [47,641• Dans l’asthme, l’hypothèse selon
laquelle l’activité de la NEP serait diminuée a été émise, mais plusieurs études l’ont
infirmée [52]
2.4 Récepteurs des tachykinines et leur expression dans l’asthme
Les actions biologiques de la SP, de la NKA et de la NKB s’exercent par leur liaison
préférentielle mais non exclusive aux récepteurs de type neurokinine (NK)- 1 (NK- 1), NK-2
et NK-3, qui sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines
Gq et G11 [47]• La substance P se lie de façon préférentielle au récepteur NK-1 alors que la
NKA se lie avec une forte affinité au récepteur NK-2. La NKB se lie surtout au récepteur
de type NK-3 [47]• Cependant, il est à noter que ces neuropeptides agissent comme agoniste
complet sur les trois types de récepteurs [47, 64] Les acides aminés essentiels à la liaison de
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la SP et de ses antagonistes se situent dans les régions extracellulaires et transmembranaires
du récepteur NK- 1 [47J•
À la suite de sa liaison au récepteur NK-1, la substance P active la voie de signalisation de
la phospholipase C. Il se produit alors le clivage du phosphatidylinositol biphosphate en 1)
inositol-1 ,4,5-triphosphate (1P3), ce qui provoque la relâche de calcium intracellulaire et en
2) diacylglycérol (DAG), ce qui active la protéine kinase C et facilite l’ouverture de canaux
calciques voltage dépendants, augmentant ainsi l’influx de calcium. La liaison de la SP au
récepteur NK-1 entraîne également une augmentation de l’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) et une élévation du niveau intracellulaire de guanosine monophosphate
cyclique (GMPc). La SP est aussi associée à l’activation de tyrosine kinases et à la
stimulation de plusieurs facteurs de transcription [481,
Les récepteurs NK- 1 sont retrouvés au niveau du système nerveux central et des organes
périphériques (tractus gastro-intestinal, vessie) [50], Dans les poumons, ils sont situés dans
les glandes sous-muqueuses, l’épithélium bronchique, les vaisseaux sanguins et les cellules
à goblet [511 De plus, les récepteurs NK-1 sont exprimés par les progéniteurs
hématopoïétiques CD34 [481, les monocytes [551, les macrophages [54,551, les mastocytes [48],
les cellules stromales de la moelle osseuse [481 ainsi que par les lymphocytes B [561 et les
cellules dendritiques [69] Cependant, il existe une véritable controverse quant à
l’expression du récepteur NK-1 sur les leucocytes périphériques humains (LPH), certaines
études ayant montré sa présence [56,70,71] et d’autres non [72-75] Le récepteur NK-2 est
exprimé au niveau du muscle lisse bronchique et des vaisseaux présents autour des voies
respiratoires [521, ce qui suggère un rôle de la NKA dans la bronchoconstriction et la
vasoconstriction. L’expression des récepteurs NK-1 et NK-2 est augmentée dans les voies
respiratoires des sujets asthmatiques, cette augmentation de l’expression des récepteurs
étant réduite à la suite d’un traitement avec des glucocorticoïdes [46,76]
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2.5 Effets pro-inflammatoires des tachykinines
Conséquemment à sa relâche à partir des terminaisons nerveuses des fibres C, la S? et la
NKA exercent divers effets pro-inflammatoires regroupés sous le terme d’inflammation
neurogénique. De façon générale, la $P provoque une vasodilatation des artérioles, une
augmentation de la perméabilité vasculaire avec extravasation des protéines plasmatiques et
l’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales des veinules [48.641• Plus
spécifiquement, au niveau pulmonaire, la SP exerce diverses actions qui pourraient être
responsables des changements observés dans les voies respiratoires des asthmatiques. En
effet, la SP provoque une bronchoconstriction modérée en comparaison de la NKA, une
sécrétion de mucus et la dégranulation des mastocytes et des éosinophiles menant à la
relâche de facteurs chimiotactiques, de prostaglandines et de leucotriènes [48,641• La SP
augmente la réponse cholinergique en potentialisant l’activité parasympathique post
ganglionnaire [14] Elle augmente la réponse inflammatoire en favorisant l’expression de
diverses molécules d’adhésion sur les cellules épithéliales et sur les cellules inflammatoires
[52, 771• Enfin, la SP induit la relâche de l’anion superoxyde par les polymorphonucléaires
(PMN) dont les éosinophiles, et par les monocytes/macrophages [52J•
2.6 Rôles immunomodulateurs des tachyldnines
En plus de leur activité pro-inflammatoire, les tachykinines agissent comme immuno
modulateurs. En effet, plusieurs études ont montré l’existence d’interactions entre le
système immunitaire et le système neuropeptidergique. La SP régule la production de
cytokines et de chimiokines par les monocytes (IL-l, IL-6 et TNF-Œ), les lymphocytes T
(IL-2) et les PMN (IFN-’y, IL-8) [48.521, Elle module la différenciation des lymphocytes B
[781 la production des différents sous-isotypes d’immunoglobulines [791 et la prolifération
des macrophages et des lymphocytes T et B [51,69] De plus, la SP agit comme modulateur
hématopoïétique en stimulant la prolifération et la différenciation des cellules de la moelle
osseuse par la production d’IL-l [80], La SP potentialise le chimiotactisme des éosinophiles
induite par PAF, LTB4 et IL-5 [52, 81,82] et induit celui des neutrophiles, des lymphocytes T
et B et des monocytes [52], Enfin, de récentes études ont montré que la SP semble
14
impliquée dans la régulation de l’apoptose des neutrophiles humains et des thymocytes
murins [83,84] À ce jour, le rôle de la NKA et de la NKB dans l’apoptose demeure inconnu
mais est en cours d’étude dans notre laboratoire.
2.7 Antagonistes des récepteurs NK-1
Des antagonistes du récepteur NK-l ont été développés dès les années 1980 afin de mieux
caractériser ce récepteur et d’investiguer les rôles fonctionnels de la substance P (Tableau
2). À ce jour, de tels antagonistes continuent d’être développés dans le but de traiter
diverses pathologies — dont l’asthme — par le blocage des multiples actions de la substance
p [50,85]
Une première génération d’antagonistes du récepteur NK-l a d’abord vu le jour dès
1981[50851. Ces antagonistes possédaient une structure peptidique très similaire à la $p.
Malheureusement, ces substances se sont montrées neurotoxiques et peu sélectives, en plus
de provoquer la dégranulation des mastocytes [501• Ces résultats décevants ont mené à la
recherche de nouveaux composés et à la découverte des antagonistes dits de deuxième
génération. Ceux-ci, plus puissants et plus sélectifs que leurs prédécesseurs, possédaient
également une structure peptidique, les prédisposant malheureusement à une dégradation
enzymatique, limitant leur puissance in vivo et par conséquent leur potentiel thérapeutique.
Les antagonistes peptidiques MEN 10,627, FK $88 et S 18523 se sont avérés des exceptions
à cette règle, ayant montré leur efficacité après administration orale [50,85]•
Une troisième génération d’antagonistes, cette fois non peptidiques, a par la suite été
développée. Les premiers représentants de cette famille, le CP-96,345 et le RP 67580, ont
fait leur apparition en 1991 [50,851• Ces composés possèdent tous la particularité d’être des
antagonistes très sélectifs et très puissants du récepteur NK-l. Les antagonistes non
peptidiques peuvent être sous-classifiés selon leur structure chimique (tableau 2) j85j Ainsi,
le RP 67580 possède un squelette perhydroindolone, ce qui lui confère une forte affinité et
sélectivité pour le récepteur NK-1. Parmi les effets documentés de cet antagoniste figurent
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l’inhibition de la contraction de l’iléum du cobaye in vitro et l’inhibition de l’extravasation
des protéines plasmatiques induite in vivo par la sP [86]
Le WIN 51078 est quant à lui le premier d’une série d’antagonistes ayant une structure
hétérostéroïde. Le développement de ces antagonistes a permis de définir les sites
d’interaction de la substance P avec le récepteur NK-l, mais non d’étudier les activités
biologiques des tachykinines [85j•
Une autre série d’antagonistes, arborant cette fois une structure pipéridine benzyléther, a été
développée par le groupe Merck. Le premier représentant de ces composés est le L-
733,060 hydrochloride [85], qui possède entre autres une activité anti-tumorale sur les
neuroblastomes et les cellules gliales [87j• Un autre antagoniste de cette série, le L-703,606
«oxalate sait », protégerait quant à lui les hépatocytes contre l’apoptose induite par Fas et
TNfa [88]
D’autre part, des antagonistes possédant uniquement un squelette pipéridine ont été
élaborés. Le MDL 105,2 12 fait partie de ce groupe et possède une très bonne affinité pour
les récepteurs NK-1 (1C50 = 3,11) et NK-2 (1C50 = 8,40) [851• Il inhibe l’extravasation des
protéines plasmatiques provoquée par la SP et le collapsus respiratoire induit par la NKA
[89]
Enfin, un analogue de la substance P, le [DArg, D-Phe5, D-Trp7’9, Leu”] substance P ou
antagoniste D, a été créé au début des années 1990 [90]• Des études ont montré que ce
composé contrecarre l’action de plusieurs neuropeptides, dont la substance P, la bombésine
et le facteur de relâche de la gastrine [91j• Il inhibe la prolifération et induit l’apoptose des
cellules responsables du carcinome pulmonaire à petites cellules [92-102] L’effet anti
tumoral de cet antagoniste sera discuté de façon plus détaillée dans la section «L’apoptose
et les tachykinines, Effets des antagonistes du récepteur NK-] sur i ‘apoptose».
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Nom de Nom chimique Structure Propriétés
l’antagoniste
CP-96,345 [(2S, 3S)-cis-2-fdphenylmethyl)- Perhydroisoindolone 1C50 : 34 +1- 3,6 nm (glande sous
N-[(2-methoxyphenyl)- methy1]-]- maxillaire de rat) [103]
azabicvclo[2. 2. 2]octan-3-amine
RP 67580 (3aR, 7aR)- OctaÏtydro- 2- [1- Perhydroisoindolone 1C50: 10 nm (cerveau rat) 6j
imino-2-(2- methoxvphenyl) Ki 4,2 (membranes cerveau rat) [85]
ethyl]-7, 7- dtheny1-4H-isoindo1 pA2 7,16 (iléum cobaye) [861
WJN 5 107$ I 7-/3-Hvdroxy-] 7-a-ethynyl-5-a- Hétérostéroïde 1C50: 50 nm (cerveau rat)
androstano[3,2-b]pvi-imido[I,2-
a]benzimidazoÏe
L-733,060 ((2S,3S)-3-[[3,5-bis Pipéridine 1C50: I nm (Cellules CHO exprimant
(Trijluoromethyl)phenyÏ] benzyléther NX- 1) [851
methoxy]-2-phenylptperidine
hydrochioride
L-703,606 cis-2-(DthenylmetheÏ)-N-([2- Pipéridine 1C50: 2 nm (Cellules CHO exprimant
iodophenyl] methyÏ)-I-azabicyclo benzyléther NK- 1) [85]
(2.2.2) octan-3-amine Kd: 0,04 +1- 0,03 (65% sites)
1,5 +1- 0,7nM (35% sites) [851





Antagoniste D [D-Arg’, D-Fhe, D-Trp79, Leu”] - Non sélectif pour le récepteur NK-I 19h]• -
substance f
Tableau 2 : Propriétés de divei antagonistes du récepteur NK-1
3. L’apoptose
3.1 Généralités
Le terme «apoptose» fut introduit en 1972 par Kerr et aï. pour décrire un mécanisme de
mort cellulaire caractérisé par de profonds changements morphologiques: diminution du
volume cellulaire, condensation de la chromatine, arrondissement et perte d’adhérence de la
cellule et formation de corps apoptotiques [104,1051• L’apoptose est également caractérisée
par des changements biochimiques dont l’externalisation de résidus phosphatidylsérine sur
le feuillet externe de la membrane cellulaire, le clivage protéolytique de nombreux substrats
intracellulaires suite à l’activation des caspases, la perte de potentiel mitochondrial et la
fragmentation de l’ADN [1041•
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L’apoptose est un processus étroitement régulé qui fait appel à la synthèse de protéines et
qui n’induit pas de réaction inflammatoire U41 Elle s’oppose ainsi à la nécrose, qui est
induite par des dommages cellulaires sévères et qui entraîne une augmentation du volume
cellulaire, une perte de l’intégrité membranaire et de inflammation [1041•
L’apoptose joue un rôle primordial dans l’embryogenèse en permettant un remodelage
tissulaire [104,105] Elle permet également le maintien de l’homéostasie tissulaire, par
l’élimination des cellules sénescentes ou surnuméraires [104,105] L’apoptose est aussi
impliquée dans plusieurs événements immunitaires tels que la sélection intrathymique des
cellules T et la cytotoxicité induite par les lymphocytes T cytotoxiques [104,106]
Au plan clinique, un déséquilibre du processus apoptotique est responsable de plusieurs
pathologies. En effet, une stimulation anormalement élevée du processus apoptotique a été
décrite dans des maladies aussi diverses que l’hypertension artérielle, la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Huntington, le syndrome d’immunodéficience acquise et les
hépatites auto-immunes [104,106,1071 À l’inverse, une suppression de l’apoptose entraînant
une prolifération cellulaire incontrôlée serait responsable des cancers et de certaines
maladies auto-immunes [104,106, 107]
3.2 Les signaux apoptotiques
Plusieurs stimuli peuvent déclencher le processus apoptotique, dont les dommages à l’ADN
par l’activation de p53, une déficience en facteurs de croissance et l’activation des
récepteurs de mort cellulaire [b041• Dans ce mémoire, seule cette dernière voie d’activation
de l’apoptose sera traitée.
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3.3 Les mécanismes d’apoptose
3.3.1 Les caspases impliquées dans l’apoptose
Les cystéines aspartate protéases, ou caspases, jouent un rôle essentiel dans le processus
apoptotique [b041• À ce jour, onze caspases ont été caractérisées chez l’humain [1041• Elles
possèdent des ressemblances dans leur séquence d’acides aminés, leur structure et la
spécificité de leur substrat. Les caspases sont exprimées sous forme de pro-enzymes et
contiennent trois domaines: 1) un pro-domaine en N-terminal, 2) une grande sous-unité
contenant le site actif cystéine et 3) une petite sous-unité en C-terminal [b041 Les caspases
sont des protéases particulières en ce sens qu’elles ne peuvent être clivées qu’au niveau des
résidus aspartate [104] Des sites de clivage aspartate séparent ainsi le pro-domaine de la
grande sous-unité et la petite de la grande sous-unité. Deux événements sont nécessaires à
l’activation des caspases: 1) un clivage entre la petite et la grande sous-unité et 2) un
clivage qui sépare le pro-domaine N-terminal de la grande sous-unité (Figure 3). L’enzyme
complète est un tétramère obtenu suite à l’activation de deux pro-caspases et comprend
donc deux petites et deux grandes sous-unités et deux sites actifs [1081 À la suite de leur
activation, certaines caspases jouent un rôle dans l’initiation de l’apoptose (caspase 2, 8, 9
et 10) et d’autres dans son exécution (caspase 3, 7 et 9) [1041 La caspase 3 est celle la plus
abondante au niveau cellulaire et elle est responsable de la majorité des effets apoptotiques
[1041 En effet, les cellules T périphériques déficientes en caspase 3 ont une survie
prolongée suite à une stimulation par des anticorps anti-CD3 ou anti-Fas comparativement
aux cellules normales [1081rn En outre, afin de se protéger contre l’activation inappropriée des
caspases, les cellules humaines sont dotées de protéines inhibitrices des caspases nommées








Figure 3 : Mécanisme d’activation des caspases. Modifié de Zimmerman et aï. [1041•
3.3.2 Les molécules mitochondriales impliquées dans t ‘apoptose
À l’instar des caspases, plusieurs membres de la famille des protéines mitochondriales Bd
2 sont responsables de la modulation de l’apoptose [1041 Bd-2 a d’abord été caractérisé
comme étant un proto-oncogène impliqué dans la pathogenèse du lymphome folliculaire à
cellules B. Ce n’est que plus tard que sa fonction comme inhibiteur de l’apoptose a été
mise au jour [1041• Depuis sa découverte, dix-neuf autres protéines homologues à Bd-2 ont
été identifiées. Ces protéines possèdent toutes au moins un des quatre motifs nommés
domaine d’homologie de Bd-2 tBcl-2 Homology domains (BH1 à BH4)]. Les membres de
la famille de Bd-2 peuvent être divisés en trois classes selon leur fonction et leur structure:
1) les protéines anti-apoptotiques (Bel-2, Bcl-XL, etc.) contenant BH1 et BH2, 2) les
protéines pro-apoptotiques possédant des séquences similaires dans BH1 à BH3 (Bax, Bak,
etc.) et 3) les protéines pro-apoptotiques (Bid, Bad, etc.) dont la structure ne comprend
qu’un domaine BH3 [1041 Le rôle de certaines de ces protéines dans l’apoptose induite par
Fas sera détaillé dans la section suivante — L ‘apoptose induite par fas -.
Caspase active
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3.4 L’apoptose induite par Fas
3.4.1 Les récepteurs fas et fas Ligand
La protéine Fas est un récepteur transmembranaire de 45 à 52 kDa qui existe également
sous forme soluble [104,106,109] fas fait partie de la famille des récepteurs TNF qui
comprend TNFI, TNFII, DR3 et deux récepteurs TRAIL, DR4 et DR5 [1041 Tous ces
récepteurs sont caractérisés par la présence de motifs répétitifs riches en cystéine au niveau
extracellulaire et possèdent tous un domaine cytoplasmique en C-terminal appelé domaine
de mort cellulaire (Death Domain ou DJJ) [104,106]
Fas est exprimé sur une grande variété de cellules, dont les lymphocytes T et B activés, les
macrophages et les cellules du foie, de la rate, des poumons, du cerveau, des intestins, du
coeur et des ovaires [104,106,107] De plus, son expression peut être augmentée en présence de
diverses cytokines, dont l’IFN-’y et TNF [104,108] et suite à l’activation des lymphocytes [108]
Contrairement à Fas, l’expression de FasL est beaucoup plus limitée et souvent elle n’est
inductible que sous certaines conditions spécifiques [104] FasL est exprimé à la membrane
des cellules immunitaires, incluant les cellules T et B, les macrophages et les cellules NK,
de même qu’au niveau de certaines cellules pulmonaires, intestinales et rénales [104] À
l’instar de fas, fasL existe également sous forme soluble [108,109,110]
3.4.2 Transduction du signal apoptotique
La liaison de FasL à Fas entraîne une trimérisation de la région cytoplasmique de Fas, ce
qui induit le recrutement de la protéine «Fas-associated Death Domain» (FADD) par
l’interaction des domaines de mort cellulaire (Death Domain) situés sur chacune de ces
molécules (Figure 4). Par la suite, la liaison des régions nommées «Death Effector
Domain» (DED) situées sur FADD et sur la pro-caspase 8 permet la formation d’un
complexe nommé «Death-Inducing Signaling Complex» (DISC; Figure 4). La pro-caspase
10, qui possède également un DED, peut elle aussi se lier à fADD. La proximité de
2plusieurs pro-caspases 8 permet leur protéolyse auto-catalytique et leur activation (Figure
3), menant à la relâche du «DISC» dans le cytoplasme. La suite des événements diverge
selon le type cellulaire [104,106,108,109,1 10]
Dans les cellules dites de type I (mitochondrie indépendante, Bd-2 insensible), une quantité
importante de pro-caspases 8 sont activées, ce qui entraîne la libération de plusieurs
«DISC» et l’activation directe des pro-caspases 3 et 7. Ces caspases, une fois activées,
induisent l’apoptose de la cellule [104,106,108,109,1 10]
Une voie alternative entre enjeu dans les cellules de type II (mitochondrie dépendante, Bd
2 sensible), car il y a formation d’un nombre réduit de «DISC». Par conséquent, la cascade
d’activation des caspases nécessite une amplification par la mitochondrie [106] Ainsi, les
caspases 8 libérées clivent la protéine cytosolique Bid, normalement présente sous forme
inactive (Figure 4). Le fragment obtenu, bid tronqué (bid-t), est ensuite transporté vers la
mitochondrie où il interagit avec deux protéines homologues à Bd-2, Bak et Bax,
provoquant la formation de pores dans la membrane externe de la mitochondrie. Il s’ensuit
la relâche de protéines pro-apoptotiques contenues à l’intérieur de la membrane
intermembranaire mitochondriale, incluant le cytochrome e. Celui-ci se lie et induit
1’ oligomérisation d’une protéine nommée «Apoptotic protease activating factor- 1», ou
Apaf-l. Suite à l’hydrolyse d’une molécule d’ATP, la pro-caspase 9 est recrutée pour
former un complexe heptamérique nommé apoptosome. Le cytochrome c et Apaf-l
contenus dans ce complexe sont responsables de l’activation de la pro-caspase 9, qui
entraîne à son tour l’activation des caspases 3, 6 et 7 [104,106,108,109,110] Une étude récente
effectuée chez la souris a montré qu’une autre molécule était relâchée de la mitochondrie en
même temps que le cytochrome c. Il s’agit de Smac/DIABLO, qui lève l’inhibition exercée
par la protéine inhibitrice de la caspase 9, XIAP, et favorise la dissociation de cette caspase
et l’activation de la caspase [104] Dans certains types cellulaires, le cytochrome c est
nécessaire mais insuffisant pour induire l’apoptose. Dans ces cas, Smac/DIABLO
contribuerait donc à favoriser la mort cellulaire [104]
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Une fois activée, la caspase 3 agit sur une variété de substrats intracellulaires vitaux, ce qui
provoque les changements morphologiques observés lors de l’apoptose. La caspase 3 clive
et active notamment la gelsoline, la «p21 -activated kinase-2» et la fodrine, ce qui provoque
la dissociation de la membrane plasmique du cytosquelette et la formation de corps
apoptotiques [104]• La caspase 3 clive aussi une poly(ADP-ribose) polymérase (PARP), une
enzyme de réparation de l’ADN, qui peut à son tour induire la translocation de
l’«Apoptosis Inducing Factor» (AIF) de la mitochondrie vers le noyau, provoquant
directement la condensation de la chromatine et la fragmentation de l’ADN [111] La
protéine «inhibitor Caspase-Activated Deoxyribonuclease» (iCAD) peut aussi être la cible
de la caspase 3, ce qui entraîne le relâchement d’une ADNase spécifique (CAD) et la
fragmentation de l’ADN [104,1061 Enfin, caspase 3 clive également des molécules clés de la
synthèse des protéines, dont eIF4GI et [J [1121
3.4.3 Molécules inhibitrices de Ï ‘apoptose induite par Fas
Plusieurs molécules sont capables d’inhiber à différents niveaux l’apoptose induite par Fas
(Figure 4). Tout d’abord, le récepteur «Decoy Receptor 3» (DR3) est capable de lier FasL
et donc de bloquer la liaison de Fas à FasL [113] Au niveau intracellulaire, la protéine e
FLIP, qui existe sous deux isoformes, c-FLIPL et c-FLIPs, inhibe aussi l’apoptose induite
par Fas. En effet, c-FLIPs se lie à FADD et interagit avec la caspase 8, la séquestrant et
empêchant son activation. La liaison de c-FLIP L FADD induit plutôt une dégradation
partielle de la caspase 8, empêchant ainsi le recrutement et l’activation de d’autres pro
caspases 8 [1141 L’IL-2 diminue l’expression de c-FLIP, ce qui expliquerait pourquoi cette
cytokine sensibilise les cellules T activées à l’apoptose induite par Fas [112]
L’activation protéolytique des caspases 3 et 8 de même que la capacité de la caspase 8 à
cliver Bid sont d’autres étapes susceptibles d’être inhibées par l’action de la protéine
«cytokine response modifier A» (crmA) [113] Au plan mitochondrial, Bd-2 et Bcl-XL
empêchent l’apoptose induite par Fas par l’inhibition de Bid et de ses effets, dont la
translocation du cytochrome c à l’extérieur de la mitochondrie [1121 Bcl-XL est aussi
capable de bloquer l’activation des caspases effectrices après l’activation par Fas de la
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caspase $ [115] En outre, l’expression de Bd-2 empêche l’activation protéolytique de la
caspase 3. Les mécanismes impliqués dans l’inhibition de l’activation de la caspase 3 par
Bd-2 sont peu connus [h16j• L’équipe de Krebs et al. a montré que Bd-2 pouvait inhiber un
sous-type de pro-caspase 3 exprimé plus particulièrement au niveau des membranes des
organelles (réticulum endoplasmique, noyau, mitochondrie) et de la membrane cellulaire
[1171 Plusieurs autres hypothèses ont été émises par ce même groupe de recherche afin
d’expliquer l’action de Bd-2 [1161 Par exemple, Bd-2 pourrait aussi inhiber une protéase
qui clive la pro-caspase 3 ou encore agir comme inhibiteur de la transduction des signaux
menant à l’activation de la caspase [1161
Enfin, tel que mentionné précédemment, les molécules connues sous le nom de IAP
inhibent aussi l’apoptose induite par Fas en empêchant l’activité des caspases. Ainsi, «X
linked inhibitor of apoptosis protein» (XIAP) inhibe les caspases 9 et 3 même après le
clivage de PARP, d’ICAD et des enzymes de réparation de l’ADN et permet donc de
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Figure 4: Voie d’activation de t’apoptose induite par Fas 11041 DR3: Decoy Receptor 3; FADD:
Fas-Associated Death Domam; C-FLIP: Cellular FLICE (Caspase 8) Inhibitory Protem; Bid-T: Bid
Tronqué; crm A: cytoldne response modifier A; )UAP: X-linked inhibitor of apoptosis; PARP: Poly (ADP
Ribose) Polymérase; ICAD: inhibitor Caspase-Activated Deoxynbonuclease.
3.5 L’apoptose et les tachykinines
3.5.] Effet anti-apoptotiqîte de la substance?
La SP semble jouer un rôle important dans le processus d’apoptose puisque ce neuropeptide
inhibe l’apoptose des neutrophiles humains [83] et des thymocytes murins induite par les
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glucocorticoïdes [84]• Dans les macrophages péritonéaux, la SP augmente l’expression de
Bel-2, ce qui contribue à inhiber les signaux apoptotiques générés par Fas, Bax et caspase 8
[1181 Ce neuropeptide inhibe également l’apoptose des neurones ganglionnaires privés de
facteur de croissance et cet effet protecteur implique l’activation des voies PKCCa2t
MAPKIERK [1191 Récemment, il a été montré que l’effet anti-apoptotique de la SP est
facilité par la formation de complexes contenant la -arrestine [1201 une protéine adaptatrice
impliquée dans le recrutement de diverses molécules de signalisation, dont ERK1/2 [120,1211
3.5.2 Effet pro-apoptotique de la substance F
Dans certains types cellulaires, la SP induit plutôt la mort cellulaire. En effet, la SP
favorise l’apoptose des hépatocytes murins [88] Elle induit aussi la mort cellulaire des
neurones du cortex et de l’hippocampe ainsi que des cellules rénales embryonnaires
transfectées avec le récepteur NK-1, mais par un mécanisme indépendant de l’activation
des caspases [122] Dans ces cellules, l’activation du récepteur NK-1 serait donc capable
d’induire une forme de mort cellulaire différente de l’apoptose, par l’activation des
[1’31proteines -arrestine 2, ERK2 et Nur77 -
3.5.3 Effets des antagonistes du récepteur NK-] et de l’antagoniste D sur 1 ‘apoptose
Comme dans le cas de la SP, les antagonistes du récepteur NK- 1 exercent des effets pro- ou
anti-apoptotiques selon le modèle cellulaire étudié. Les antagonistes CP-96,345 et L
733,060 protègent les hépatocytes contre l’apoptose induite par Fas et TNF-a [881• Par
contre, les antagonistes [D-Argl, D-Phe5, D-Trp7,9, Leul lJsubstance P et NY340
induisent l’apoptose ou inhibent la prolifération in vivo et in vitro des cellules responsables
du carcinome pulmonaire à petites cellules et des cellules responsables des cancers des
ovaires et de l’endomètre [92-102]
OBJECTIFS ET HYPOTHÈSES DE RECHERCHE
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Dans l’asthme, la chronicité de l’inflammation bronchique serait attribuable à une
résistance du processus d’apoptose impliquant la voie Fas/FasL des lymphocytes CD4
[36,43] Les mécanismes responsables de cette protection sont peu connus.
Des études récentes ont montré que la substance P joue un rôle important dans le processus
d’apoptose puisque ce neuropeptide inhibe l’apoptose des neutrophiles humains [83j et des
thymocytes murins induite par les glucocorticoïdes [84j• Nous postulons que dans l’asthme,
la substance P participe aussi aux mécanismes d’inhibition du processus d’apoptose. Afin
de vérifier cette hypothèse, la lignée cellulaire Jurkat a été utilisée car elle exprime à sa
surface les molécules CD3 et CD4 en plus d’être sensible à l’apoptose induite par fas [1241
À ce jour, aucune étude n’a déterminé l’expression du gène codant pour les tachykinines, le
gène PPT-A, ni l’expression du récepteur NK-1 par les cellules Jurkat. Par conséquent, les
objectifs de cette maîtrise ont d’abord été:
1) De déterminer l’expression des récepteurs NK-l par les cellules Jurkat
2) De déterminer si les cellules Jurkat expriment le gène PPT-A et si elles constituent
une source de substance P.
Nos travaux de recherche ont montré que les cellules Jurkat expriment le récepteur NK- 1 et
qu’elles produisent de la substance P. Puisque les lymphocytes T humains expriment aussi
le récepteur NK-l, la lignée Jurkat constitue un modèle cellulaire valide pour l’étude du
rôle des tachykinines dans la régulation de l’apoptose des lymphocytes CD4. Dans un
deuxième temps, l’objectif de cette maîtrise a donc été:
3) De déterminer le rôle des tachykinines dans l’apoptose des lymphocytes T CD4 de
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Résumé de l’article
Un dysfonctionnement du processus d’apoptose des cellules immunitaires menant à un
prolongement de la survie cellulaire serait l’un des processus impliqué dans la
physiopathologie de l’asthme. En effet, les cellules T CD4 des asthmatiques seraient
résistantes à l’apoptose induite par fas. Or, les mécanismes responsables de cette
résistance sont inconnus.
Les tachykinines sont une famille de peptides qui comprend entre autres la substance P
(SP). La SP est codée par le gène préprotachykinine-A (PPT-A) et se lie avec une forte
affinité sur les récepteurs de type neurokinine- 1 (NK- 1). Ces récepteurs sont exprimés sur
la majorité des cellules immunitaires, qui sont elles-mêmes régulées par la SP.
Afin d’étudier les interactions potentielles entre la SP et les cellules T CD4 dans la
régulation de l’apoptose, nous avons utilisé les cellules Jurkat CD3CD4CD$, une lignée
cellulaire sensible à l’apoptose induite par Fas. Le but de cette étude a été de déterminer si
les cellules Jurkat exprimaient le récepteur NK-1 et si elles étaient une source de SP. Nos
résultats de RT-PCR, de cytométrie en flux, d’immunocytofluorescence et de Western Blot
indiquent que les cellules Jurkat expriment le récepteur NK-1. De plus, les cellules Jurkat
produisent de la SP, tel que détecté par une technique d’immuno-essai enzymatique.
Ces résultats suggèrent l’existence d’une régulation autocrine des fonctions des cellules T
CD4 par le système tachykinergique (SP/récepteur NK- 1). Enfin, cette étude prouve que
les cellules Jurkat constituent un modèle cellulaire valide pour investiguer le rôle de la SP
dans la modulation de l’apoptose des cellules T CD4.
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Role of tachykinins in CD4+ T celis apoptosis: Determination of
neuroldnin-1 receptor and substance P expression in
Jurkat T ceils
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Summary
Allergie asthma was found to be associated with defective activation of T celi apoptosis
through the Fas death receptor. The precise molecular mechanism for resistance to fas
induced apoptosis in asthma remains unknown. Substance P (SP) by acting on the
neurokinin-1 receptor (NK-1R) was found to suppress glucocorticoid-induced thymocytes
apoptosis. However, whether SP may also regulate apoptosis in T cells is unknown. In this
study, we showed that Jurkat T ceils express both NK-1R and SP. These findings indicate
that Jurkat T ceils constitute an interesting celi model to investigate the role of SP in the
modulation of T cdl apoptosis.
Introduction
The pathophysiology of chronic airway inflammation in asthma remains poorly understood.
Recently, immune cells apoptosis dysregulation and, consequently, cell survival
prolongation have been proposed as important involved mechanisms [125] CD4+ T cells of
asthmatie subjects have been found to be resistant to fas-induced T cell apoptosis [36]
However, the mechanisms underlying this resistance remain unknown.
Tachykinins, which include substance P (SP) and neurokinin A, are a family of stmcturally
related peptides encoded by the preprotachykinin-A (PPT-A) gene.471 . SP acts mainly
through the neurokinin-l receptor (NK-1R) [47j NK-lRs are expressed in most immune
cells which are modulated by [56,126] Recently, SP has been found to suppress
32
glucocorticoid-induced thymocytes apoptosis [84] This suggests that SP is a potent
regulator of ccli apoptosis. Whether it may also regulate apoptosis in T celis is unknown.
To examine the potential interplay between SP and CD4+ T cells in the regulation of
apoptosis, we employed CD3+CD4+CD8- Jurkat ceils, a T ceil une sensitive to Fas
induced apoptosis. To date, there has been no report on the expression of NK- Y R in Jurkat
celis. The aims ofthe study were to determine the expression ofNK-1R in Jurkat celis and
to examine whether these ceils are a source of SP.
Material and methods
Celi culture
Jurkat and KNRK ceils were purchased and cultured as recommended by the American
Type Culture Collection.
Reverse Transcription—Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
RNA was extracted and gene expression was determined by RT-PCR as previously
described [127] Human NK-1R and the four transcripts of the PPT-A gene (Œ, B, and y)
were arnplified using specific PCR primers. The housekeeping gene cyclophilin was co
arnplified (multiplex PCR) with the gene of interest. Positive (human brain RNA) and
negative (no RNA) controls were included. NK-1R amplicons were purified and sequenced
as previously described [127]
NK-1R detection by Western blot
Jurkat cells lysate proteins were fractionated on SDS—poiyacrylamide gel. NK-1R was
detected on a nitrocellulose membrane with a goat anti-human NK-1R antibody (1:1000;
Santa Cruz) or a rabbit anti-human NK- 1 R antibody (1:1000; Oncogene) identifying the N-
terminal and C-terminal sequence, respectively. Signais were detected by
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chemiluminescence. The KNRK ccii une was used as a negative control for NK-1R
expression.
NK-1R detection by immunocytofluorescence
Ceils fixed with IntraPrep (Beckman Couiter) were incubated with a goat anti-human NK
iR antibody (1:400; Santa Cruz). Alexa 488-conjugated donkey anti-goat IgG antibody
was added (1:1000, Moiecular Probes) and DNA was stained with DAPI. $iides were
mounted in ProLong antifade (Molecular Probes) and examined by epifluorescence with
the Olympus IX-$1 microscope and Image-Pro Plus software (Media Cybernetics).
NK-1R detection by flow cytometry
Celis fixed with IntraPrep were incubated with a goat anti-human NK-1R antibody (1:40;
Santa Cruz). Signais were detected using an Alexa 488 donkey anti-goat antibody (1:100;
Molecular Probes). Purified goat IgG were used as isotypic control. Cells were analysed on
a flow cytometer (Epics XL) using ExpoADCXL4 software (Beckman Coulter).
Quantification of SP by Enzyme Immunoassay (EIA)
Ceil pellets (106 ceils) were lysed in 2N glacial acetic acid, and $P levels were measured
using an EIA kit (Cayman) as previously described [1271
Resuits
Jurkat ceils express NK-1 receptors
As shown in Figure 5a, multiplex RT-PCR analysis indicated that Jurkat T cells express
mRNA transcripts for the human NK-1R which finding was confirmed by the sequencing
of Jurkat amplicons (data not shown). Western blot analysis of Jurkat T celi extracts
revealed that the NK- 1 R is transcribed as a mature protein (Figs 5b-c). Furthermore,
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immunocytofluorescence analysis showed that the majority of Jurkat ceils express the NK
1R (Figs 6a-d), and flow cytometric analysis indicated that 84.9 + 3.2 % (n=3) of Jurkat
celis express this receptor (Fig. 7).
Jurkat ceils are a cellular source of SP
Mutiplex RT-PCR analysis indicated that Jurkat celis do flot seem to contain PPT-A gene
mRNA transcripts although the four isoforms were identified in the positive control (Figs
8a-b). However, SP was detected and quantified by EIA in Jurkat celis lysates, and
represented 1099.8 + 44.1 pg/106 celis (n=3).
Jurkat Jurkat





Figure 5: NK-IR expression in Jurkat celis as determined (a) by multip1ex RT-PcR (Positive control:
Human brain tissues; Cyclo: Cyclophilin), and (b) and (c) by Western blot using iwo different anti-NK1R
antibodies (negative controifor NK-IR expression: KWRK ceils).
Figure 6: Detection ofNK-JR in Jurkat cetis by immunofluorescence. (a) NK-1R staining and (b) nucÏei
staining in the same celi preparation. (c) Absence ofNK-]R staining in the isotypic control and (d) nucÏei
staining in the same celÏpreparation. Magn(flcation 60X
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Figure 7: FÏow cytometric analysis ofNK-]R expression in Jui*at celis. Representative illustration of 3
separate experiments.
The competitive EIA used detects specifically and solely SP and some of its metabolites
(Cayman’s information). Therefore, the absence of detection of PPT-A gene isoforms may




Figure 8: Absence of expression of the four mRNA transcrits of the PPT-A gene in Jurkat cells as
determined by multiplex RT-PCR.
Conclusion
Our resuits showed that Jurkat T celis express the NK- 1 R. Because normal human T cells
express the NK-1R [56], the Jurkat T ce!! une constitutes a valid ce!l mode! to examine the
role of tachykinins in the regulation of CD4t T celi apoptosis. Similarly to normal human T
celis [561, ouf resuits also showed that Jurkat T celis contain SP which finding strongly
suggests the existence of autocrine regulation of T ccli ifinction by tachykinins. Work is in
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Résumé de l’article
Un dysfonctionnement du processus d’apoptose des cellules immunitaires menant à un
prolongement de la survie cellulaire serait l’un des processus impliqué dans la
physiopathologie de l’asthme. En effet, les cellules T CD4 des asthmatiques seraient
résistantes à l’apoptose induite par fas. Or, les mécanismes responsables de cette
résistance sont inconnus. Les tachykinines sont une famille de peptides qui comprend entre
autres la substance P (SP). La SP est codée par le gène préprotachykinine-A (PPT-A) et se
lie avec une forte affinité sur les récepteurs de type neurokinine- 1 (NK- 1). Ces récepteurs
sont exprimés sur la majorité des cellules immunitaires. La SP inhibe l’apoptose des
neutrophiles humains et des thymocytes murins induite par les glucocorticoïdes. À ce jour,
le rôle de la SP dans la régulation de l’apoptose des lymphocytes T CD4 est inconnu.
Le but de cette étude a été de déterminer si le système tachykinergique modulait le niveau
basal d’apoptose de mfme que l’apoptose induite par fas chez les cellules T CD4. Pour se
faire, nous avons utilisé les cellules Jurkat CD3CD4CD8. une liguée sensible à
l’apoptose induite par Fas et qui exprime le récepteur NK-l. Les cellules ont été incubées
dans un milieu de culture avec ou sans un anticorps anti-fas et en présence ou non de
divers antagonistes sélectifs du récepteur NK-1. L’apoptose a été déterminée par la mesure
des altérations membranaires, mitochondriales et nucléaires. Nos résultats montrent que le
blocage du récepteur NK-l avec des antagonistes induit l’apoptose des cellules Jurkat, tel
que démontré par l’augmentation de la perméabilité cellulaire, la chute du potentiel
mitochondrial et l’altération de l’intégrité de l’ADN. De plus, nos résultats indiquent que le
blocage du récepteur NK-l favorise l’apoptose induite par fas.
En conclusion, notre étude a prouvé que le récepteur NK-1 est un facteur déterminant dans
le contrôle de l’apoptose des lymphocytes CD4 et que l’activation du système
tachykinergique protège les cellules contre l’apoptose induite par des facteurs pro
apoptotiques. De plus, nous avons montré qu’il existe des interactions entre le système
tachykinergique et la voie de Fas dans la régulation de l’apoptose.
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Introduction
Asthma is a chronic respiratory disease characterized by a narrowing of the respiratory
airways, excess mucous production and chronic inflammation of the airways which resuit
in the symptoms of cough, shortness of breath, and wheezing [‘,3,41• Among the important
feamres of asthma are the persistent and recurrent exacerbations of inflammation [1,3,4,7,8j
One of the key participants in the inflammatory process is the lymphocyte which possesses
several important properties such as a long life, the capacity to develop memory, and a
large repertoire for several ofthe key inflammatorymediators 4j• Lymphocytes constitute a
small percentage of total leukocytes in the lung. However, CD4 T-cells are increased in
the airways of asthmatics, and they express activation markers including CD25 and Class II
MHC [12,14]• One major immunologic feature of asthma is the increase of certain Th2
cytokines such as interleukin (IL)-4, IL-5, and IL-13 protein and mRNA levels in
bronchoalveolar lavage (BAL) of asthmatics [16-20] The transcription factor GATA-3 is
expressed at high levels in CD4 T celis from asthmatic airways [14, 128] whereas t-bet
mRNA, a transcription factor selectively expressed in CD4 Thi celis, is undetectable [14,
1281 indicating the predominance of the Th2 lymphocyte phenotype in the respiratory tract
in asthma.
Programmed celi death or apoptosis normally contributes to the removal of inflammatory
ceils, thereby contributing to the resolution of inflammation [12,231• Recent studies indicate
that a dysregulation in immune celi apoptosis (e.g. eosinophils and lymphocytes) leading to
prolonged activation of cells may be responsible for the persistence of airway inflammation
in asthma [12,24,25,2627,129] In bronchial biopsies taken from asthmatic subjects, most of T
ceils appear non-apoptotic and express Bd-2 [27j In addition, Bd-2 expression is increased
in sputum mononuclear celis from patients with asthma, compared to healthy controls and
patients with COPD [27] Furthermore, the percentage of apoptotic effector memory T-cells
CD45RO in the inner airways and circulating cells is decreased in cases of asthma, as
compared with control cases [129] Interestingly, Thl lymphocytes are more prone to
+ [404243 130]
elimination than Th2 CD4 cells ‘ ‘ ‘ . These findings further support a role for Th2
CD4 T-cells in the pathogenesis of asthma, and indicate that these cells have the ability to
42
live longer in the inflamed airways. However, the mechanisms underlying the resistance of
a subpopulation of T-cells to apoptosis are mostly unlmown. Recently, T-lymphocytes of
asthmatic subjects were shown to be resistant to Fas-induced apoptosis [35.361; Fas (CD95,
APO-1) is a celi surface glycoprotein expressed in many celi populations [104,106] However,
the mechanisms underlying T ceils resistance to Fas-induced apoptosis in asthma are stili
unknown.
Tachykinins have various effects that may contribute to changes observed in asthmatic
aiiways, and have been proposed as the initiators of neurogenic inflammation in asthma
[62,63,49] Substance P (SP), a member of the tachykinin family encoded by the tachykinin
(Tac) I gene acts through the activation of the neurokinin- I receptor (NK- Ï R) encoded by
the TacRi gene [47j Taci and TaciR genes are expressed on the majority of human
immune celis, including human T cells [55.56] which suggests that the tachykinergic system
may regulate ceil flmction in an autocrine manner. Regarding the role of SP in the
regulation of apoptosis, most studies have reported that it acts as an anti-apoptotic factor
[83,84,118,119,120] For instance, $P is capable of suppressing human neutrophil apoptosis [83]
and murine thymocyte glucocorticoid-induced apoptosis [841• However, whether the
Tacl/TaclR tachykinergic system may protect CD4 T-cells from apoptosis is unknown.
CD3CD4CD8 Jurkat T-cells are one of the major human T-cell systems used to study the
mechanisms of Fas-induced apoptosis [124] Recently, we have shown that the human Jurkat
T-cells express both the TacÏ and TacÏR genes [131] These findings strongly suggest that
the Tacl/TaclR tachykinergic system may regulate T-cell function in an autocrine manner.
The aim of this study was to examine whether the Tac 1 /Tac 1 R tachykinergic system




The human leukemic T-cell une Jurkat was from the American Type Culture Collection.
Celis were grown in RPMI 1640 medium (Gibco) supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 4,5 g/L glucose, 1,5 g/L
sodium bicarbonate and 100 U/ml penicillin and 100 pg/rnl streptomycin at 37°C in a
humidified atmosphere containing 5% carbon dioxide.
Induction ofapoptosis
Jurkat celis (1 X 1 06/ml) were incubated in complete media with 1 jig/ml mouse anti—
human Fas antibody (BD Biosciences; CH-1 1) in the presence or the absence of a selective
NK- 1 receptor antagonist (1 0 M) for 24 h. Celis were then washed twice in phosphate
buffered saline (PBS), and the level and state of apoptosis were assessed by flow cytometry
(Epics XL) using ExpoADCXL4 sofiware (Beckman Coulter).
A !terations ofceÏl membrane permeabiÏity
The alteration of ceil membrane integrity is a feature of early apoptotic changes. Changes
in celi membrane integrity in apoptotic ceils are characterized by the exposure of
phosphatidylserine on the outer leaflet of apoptotic ccli membranes. Annexin V conjugated
to FITC was used to label phosphatidylserine exposed to the surface of the cell membrane.
The impermeable dye staining propidium iodide (PI) was used to label DNA. Briefly, celis
were washed twice with PB$, centrifuged at 400 g for 5 mm, and resuspended in 100 pi
Annexin-V labeling solution (10 mM Hepes/ NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCI, 5 mM CaCI2)
containing 5 pi f ITC-conjugated Annexin V (Caltag) and 1 pi PI. Samples were incubated
in the dark at room temperature for 15 min. This method allows the discrimination of early
(Aimexin V/PI) from late (Annexin V/Pf) apoptotic cells.
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In another series of experiments, changes in ceil membrane integrity were identifled by
labeling celis with Yo-Pro-1 and PI nucleic acid dyes. YO-PRO-1 nucleic acid stain
selectively passes through the plasma membranes of apoptotic cells and labels them with
moderate green fluorescence. This method allows to distinguish early apoptotic celis (YO
PRO/Pf) from late apoptotic ceils (YO-PRO/PI). Briefly, ceils were incubated with I .il
Yo-Pro-1 (Molecular Probes) and 10 pi propidium iodide (0.1 mg/ml) in 1 ml of PBS for
20 min at 4°C. For both methods, the percentage of apoptotic lymphocytes was determined
by flow cytometry (4$8-nm argon laser excitation source).
Alterations ofmitochondria and DNA integrity
The cationic dye DiOC6 was used to examine the disruption of the mitochondrial inner
transmembrane potential (A1Pm) that ofien precedes nuclear DNA degradation in apoptotic
celis. Staining of cells was performed as described by Lecoeur et ai [1321 Tncreased
membrane permeability and alteration in DNA integrity was also detected using 7-
aminoactinomycin D (7-AAD), a molecule that binds DNA and allows one to discriminate
between early and late apoptosis [t321• Changes in APm and DNA integrity were analyzed
using the protocol described by Lecoeur et aï. [1321 Briefly, Jurkat cells (i05 cells) were
incubated in PB$ with 20 nM DiOC6 (final concentration) and 4 mg/ml 7-AAD (final
concentration). Cell labeling was analyzed by flow cytometry (DiOC6/ FL-1 channel and 7-
AAD/ FL-3 channefl.
Statistical Analysis
Differences were analyzed using the Student t test, and statistical significance will be
considered at a P < 0.05. For multiple comparison of means, differences were analyzed
using the Tukey-Kramer test, and statistical significance were considered at a P <0.05.
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Resuits
Blocldng NK-] receptors with the selective antagonist L-703,606 indttces alterations in ceil
membrane permeability andpromotes the action offas
As illustrated in fig. 9, the incubation of Jurkat ceils with 1 tg/ml of anti—Fas antibody
induced celi apoptosis as assessed by labeling the ceils with FITC-conjugated Annexin V
and PI. Interestingly, our data indicate that blocking NK-1 receptors with the selective
antagonist L-703,606 provoked the apoptosis of human Jurkat T-celÏs (f ig. 9). Moreover,
blocking NK- 1 receptors with the selective antagonist L-703,606 prior to the stimulation of
the fas system in Jurkat celis promoted T-cell apoptosis (Fig. 9). As shown in figure 10, the
labeling of the ceils with YO-PRO-1 and PI nucleic acid dyes conflrmed that in our
experimental conditions (1 tg/ml anti—f as antibody), the activation of Fas provoked
changes in celi membrane integrity. furthermore, our data also confirmed that blocking
NK-1 receptors induced the apoptosis of human T-cells, and promoted Fas-induced
apoptosis (fig. 10).
Blocking NK-] receptors with the selective antagonist L-703,606 induces alterations in
mitochondria and DNA integrity and promûtes fas action
As illustrated in fig. 11, the stimulation of fas induced a decrease in the mitochondrial
inner transmembrane potential (AWm) associated with an increase in DNA alterations with
the apparition oftwo apoptotic populations: DiOC677-AAD and DiOC677-AAD (fig. 11),
as compared to the unstimulated ceils. Interestingly, within the DiOC677-AAD celis, it is
possible to observe two subpopulations characterized by different level of 7-AAD
incorporation in DNA (DiOC677-AAD and DiOC677-AAD; Fig. 11). Blocking NK-l
receptors with the selective antagonist L-703,606 also provoked the apparition of these two
subpopulations (fig. 11). Very interestingly, blocking NK-1 receptors with the selective
antagonist L-703,606 prior to the stimulation of fas in T-cells resulted in a complete
disruption of APm, and the presence of two unique apoptotic ceil populations DiOC677-
AAD and DiOC677-AAD (fig. 1 1D).
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Effects of btockïng NK-1 receptor on T-cell apoptosis using other structuraÏÏy unreÏated
NK-] antagonists
To demonstrate that the induction and the potentiation of T-ce!! apoptosis was the resuit of
blocking the autocrine activation of the NK- 1 receptor, rather than intrinsic pro-apoptotic
activity of the antagonist L-703,606, other stmcturally unrelated NK- 1 antagonists were
examined in our ce!! system. NK-l receptor antagonists selected were L-733,060, RP
67580 and WIN 51078, and the dual NK-1 and NK-2 antagonist MDL 105,212. Our data
indicated that the four NK- 1 receptor antagonists provoked and potentiated Fas-induced
human T-cell apoptosis as assessed by the measurements of alterations in ce!! permeability,
and alterations in mitochondria and DNA integrity; the L733,060 being the most potent
antagonist (Tables 3 and 4).
Effects ofblocking NK-1 receptor on T-cell apoptosis using the antagonist D
The broad-spectrum antagonist [D-Arg’, D-Phe5, D-Trp7’9, Leu’ 1j substance P or antagonist
D is a substance P analogue that induces the apoptosis ofthe small lung cancer ce!ls [92.b02]•
We further examined whether the antagonist D also possesses apoptotic activity against
Jurkat T-cells. Our data indicated that the antagonist D does flot induce celi apoptosis when
assessed through the detection of phosphatidylserine on the outer leaflet of apoptotic ceil
membranes, or celi incorporation of YO-PRO-1 dye (Table 5). Furthermore, and contrary
to our expectations, our data indicated that the antagonist D, in contrast to the other NK- 1
receptor antagonists examined, decreases or protects T-cells from fas-induced changes in
celi membrane permeability (Table 5). The antagonist D seems to slightly increase the basal
level of ce!! apoptosis, and to weakly promote Fas-induced alterations in mitochondria and




Tachykinins, in particular SP, are potent modulators of various immune responses
[52,78,79,80] To date, few studies have examined the role of tachykinins in the regulation of
celi apoptosis. for instance, SP by acting through the NK-l receptor, suppresses
glucocorticoid-induced apoptosis ofmurine thymocytes [84]• sP also protects spiral ganglion
neurons
[119] and peritoneal macrophages from apoptosis [1 • Conversely, SP acts as a pro
apoptotic factor on murine hepatocytes [881, hippocampal and cortex neurons [1221, and
kidney celis transfected with the NK-l receptor [1221 Recently, we have shown that Jurkat
T-cells express the NK-l receptor and contain sP [131] These findings strongly suggest the
existence of autocrine tachykinergic regulation of CD4 T-cell function. However, the role
of the SP/NK-1R tachykinergic system in the regulation of human T-cell apoptosis is
unknown.
To address this issue, we examined whether blocking the autocrine activation of NK- 1
receptors on human Jurkat T-cells would alter the basal level of ceil apoptosis. We found
that blocking the NK-l receptor with the selective NK-l antagonist L-703,606, RP 67580,
WIN 51078 or L-733,060 increased the basal level ofJurkat T-ce!! apoptosis. The dual NK
1 /NK-2 receptor antagonist MDL 105,212 also affected the basal level of T-cell apoptosis.
Because the different NK- 1 receptor antagonists examined are structurally unrelated, we
postulate that the enhancement of Jurkat T-cell apoptosis is attributable to the inhibition of
the autocrine activation of the NK- 1 receptor rather than the intrinsic pro-apoptotic activity
of these compounds. Our data are in agreement with the study Bockman et aï. that shows
that the antagonist L-703,606 induces the apoptosis ofhuman neutrophils [83j• Interestingly,
our data indicated that blocking the autocrine activation ofNK-1 receptors on Jurkat T-ceïïs
is associated with alterations in ceil membrane permeability, disruption of the
mitochondrial transmembrane potentia! and alterations in DNA integrity. Our findings
strongly suggest an important role for NK-1 receptors in the homeostatic control of T-cell
survival, and support the idea that this regulation involves the autocrine activation of NK- 1
receptors. However, the mechanisms underlying the protection of T-cell apoptosis through
the autocrine activation of the SP/NK- 1 R tachykinergic system remain to be defined.
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We then examined whether the SP/NK-1R tachykinergic system is involved in the
regulation of T-ceii apoptosis induced by pro-apoptotic factors. We specifically examined
the foie of the tachykinergic system in Fas-induced T-cell apoptosis. Fas is expressed in
many celis, including activated T celis [104,1061 and has a significant role in the immune
system surveillance. We found that blocking NK-1R receptors with selective receptor
antagonists further increased fas-induced Jurkat T-cell apoptosis. The increase in T-ceii
apoptosis was characterized by an enhancement in the number of T-cells with alterations in
ceii membrane permeability, disruption of the mitochondrial transmembrane potential and
alterations in DNA integrity. Interestingly, biocking the activation of NK- 1 receptors with
the antagonist L-703,606 prior to fas-induced apoptosis resulted in the apoptosis of ail
Jurkat celis characterized by a complete drop in mitochondrial muer transmembrane
potential. Taken together, our findings strongly suggest that NK- 1 receptors are activated in
an autocrine manner in human Jurkat T-cells, and have the role to promote T-cell survival.
Furthermore, our findings indicate the existence of an interplay between the $P/NK-l
receptor tachykinergic system and the fas system in the regulation of T-cell apoptosis, and
suggest that biocking the tachykinergic system promotes T-cell apoptosis.
The SP/NK- 1 receptor tachykinergic system may interact with the Fas signaling pathway to
counteract Fas-induced apoptosis. Ligation of FasL with fas triggers the recruitement of
FADD which in tums associates with pro-caspase 8 to form the death-inducing signalling
compiex (DISC) [104,106,108,109,110) The activation of caspase 8 results in the direct activation
of caspase 3 and 7 [104,106,108,109,110] Our preliminary experiments showed that blocking the
autocrine activation of NK- 1 R receptors in Jurkat T-cells increases the levels of activated
caspase 3 and 8 (unpublished data) which suggests a roie for the tachykinergic system in
the modulation of caspase activation. Furthermore, our preliminary data also showed that
blocking the autocrine activation of NK- 1 receptors further increased Fas-induced caspase
8 and 3 activation (unpubiished data) which further supports a role for the tachykinergic
system in the modulation of caspase activation. Caspase 8 breaks down the cytosolic
protein Bid leading to the translocation of the truncated Bid to the mitochondria where it
interacts with Bd-2 family members Bak and Bax [104,106,108,109,110] This is followed by the
release ofpro-apoptotic proteins such as cytochrome c and Smac/DIABLO [104,106,108,109,110]
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Upon release, cytochrome c is recruited to Apaf- 1 and together with procaspase 9 forms the
apoptosome [104,106,108,109,110] This complex then triggers the activation of caspase 3, 6 and 7
[104,106,108,109,110J In peritoneal macrophages, SP induces Bd-2 accumulation but does flot
influence the levels offas and caspase 8 [1181 Another study on human bone marrow ceils
has shown that SP inhibits caspase 3 activation [133] Whether the tachykinergic system
interacts with these systems in Jurkat T-cells is presently under investigation, c-FLIP is
expressed either as a short (C-FLIPs) or as a long isoform (c-FLIPc) [114] FLIP has been
reported to bind to FADD which induces the degradation or the sequestration of caspase 8,
which subsequently inhibits the apoptotic signal transduction [114] A recent study has
shown that downregulation of c-FLIPL sensitizes Jurkat celis to Fas-mediated apoptosis
[134,135] Another study on T lymphocytes concluded that de novo synthesis of c-FLIP5 is
associated with resistance to Fas-induced apoptosis [136] Whether an interaction exists
between the tachykinergic system and c-FLIP remains to be defined.
Nf-kB is a transcription factor that plays a key role in many inflammatory and
immunological processes. It acts as a pro or anti-apoptotic factor depending on the cell type
in which it is active [841 In lymphoid cells, NF-kB plays an anti-apoptotic role and protects
T-cells from Fas-induced apoptosis h1371• Interestingly, in Jurkat celis, there is a correlation
between the level of expression of NF-kB and ceil susceptibility to Fas-induced apoptosis.
[1371 This phenomenon could possibly be explained by the fact that NF-kB increases the
expression of clAP, an anti-apoptotic molecule [1371 and the production of c-FLIP [138]• In
murine thymocytes, NF-kB expression is significantly increased by SP which confers to
these ceils a protection against glucocorticoid-induced apoptosis [84]• Another study with
human astrocytomas has shown that SP specifically activates NF-kB and that GR73632, a
NK-1 antagonist, inhibits its activation [139] SP also downregulates the expression of 1kB,
the specific inhibitor of NF-kB [84]• Thus, it is plausible that the autocrine activation of the
tachykinergic pathway protects ceils from apoptosis through the activation of NF-kB
pathways. This hypothesis is currently under investigation.
Antagonist D induces the apoptosis of several cell types such as the small ceil lung cancer
($CLC) [941 and pancreatic cancer ceils [1401 and prevents the growth ofovarian and cervical
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celis both in vivo and in vitro [92b02j In this smdy, we found that antagonist D modulates
Jurkat T-cell survival in a manner that is different from other NK-1 receptor antagonists
examined. Our findings indicated that antagonist D does not alter the basal level of Jurkat
T-cell apoptosis. Furthermore, in contrast to the other NK-l receptor antagonists used,
antagonist D protects T-cell from Fas-induced changes in cell membrane permeability. The
pharmacological properties of antagonist D may explain such a discrepancy with the other
NK- 1 receptor antagonists. Tsou et aï. have shown that antagonist D inhibits the effects of
SP by blocking its ability to activate the NK-l receptor [91.1411 More recently, Jarpe et al.
demonstrated that antagonist D stimulates the migration of human neutrophils, and that the
NK-1 receptor and/or the chemokine IL-8 receptor may possibly mediate its action [9h1
Furthermore, antagonist D can also block the biological effects of the peptides endothelin,
vasopressin, gastrin-releasing peptide and bombesin [911 The intracellular signaling
pathways of antagonist D are numerous, and involve calcium mobilization, activation of
both the c-Jun N-terminal kinase (YNK) and the extracellular signal-regulated kinase (ERK)
and the formation of actin structures [91] In SCLC, antagonist D activates INK, which
contributes to the induction of apoptosis. Whether antagonist D represses fas-induced
Jurkat T-cell apoptosis through the inhibition of the INK pathway or the activation of the
MAP/ERK pathway are interesting issues to explore.
Recently, we found that the expression of Taci and TaciR genes are both increased in
airway immune cells (induced-sputum) from corticosteroid-naïve subjects with moderate
asthma in comparison to healthy subjects (unpublished data). In the same study, we found
that asthmatics treated with inhaled corticosteroids for one month had a reduced percentage
of airway immune celis (mainly macrophages) expressing Taci and TaciR genes.
Interestingly, the expression of Taci and TaciR genes were not affected in the sputum
CD4 T-cell population. The expression ofTacl and TaciR genes in human airway CD4
T-cells strongly suggest the existence of an autocrine tachykinergic regulation of human
CD4 T-cell function. furthermore, the absence of Tac genes regulation in CD4 T-cells of
asthmatic subjects in response to glucocorticoid treatment suggests that the SP/NK-l
receptor tachykinergic system may stiil modulate T-cell function. There is compelling
evidence for an important role for tachykinins in neuro-immune interactions in asthma [142]•
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Furthermore, the levels of tachykinins, particularly of SP, are significantly more elevated in
the expectorations and bronchoalveolar lavage ftuids of asthmatic patients compared to
normal subjects [46,65,66] Interestingly, Jayaraman et al. have shown that T-cells of
asthmatic subjects are resistant to Fas-induced apoptosis [361• whether a link exists between
the increased expression of the anti-apoptotic factor $P and the resistance of T-cells to Fas
induced apoptosis in asthma remains to be determined.
In conclusion, our study provides the first evidence that the SP/NK- 1 receptor system is
activated in an autocrine manner in human T-cells and promotes ceil survival. Furthermore,
the present study has provided evidence that an interplay exists between the tachykinergic
system and the Fas system in the regulation of T-cell apoptosis.
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Figure legends
figure 9: ftow cytornetiy dual cotor aiznexin V and PI staining ofJurkat celts. A)
Control, B) Ceils incubated with anti-Fas antibody (Ah) C) Celis incubated with L 703,606
and D) Ceils incubated with L 703,606 and anti-fas Ab. Bottom lefi: alive celis; Bottom
right: Early apoptosis; Upper quadrant: late apoptosis. E) Statistical analysis of aimexin
V/PI staining. * <P 0.01 as compared to the control group; t <P 0.05 as compared to the
anti-fas+L 703,606; < P 0.01 as compared to the anti-Fas+L-703,606.
Figure 10: Ftow cytornetry staining with Yo-Pro and PI ofJurkat cells. A) Control, B)
Ceils incubated with anti-Fas antibody (Ab) C) Celis incubated with L 703,606 and D)
Celis incubated with L 703,606 and anti-Fas Ah. Bottom lefi: alive ceils; Bottom right:
Early apoptosis; Upper quadrant: late apoptosis. E) Statistical analysis ofYo-Pro and PI
staining. * <P 0.01 as compared to the control group; t <P 0.05 as compared to the anti
Fas+L-703,606; < P 0.01 as compared to the anti-Fas+L-703 ,606.
figure 11: flow cytomehy staining with DiOC6 and 7-AAD offurkat ceits. A) Control,
B) Ceils incubated with anti-Fas antibody (Ah) C) Ceils incubated with L 703,606 and D)
Celis incubated with L 703,606 and anti-fas Ah. Bottom left: DiOC677-AAD (Early
apoptotic celis); Bottom nght: DiOC677-AAD (Late apoptotic celis); Right upper
+ + . +quadrant: DiOC6 /7-AAD (necrosis); Lefi upper quadrant: DiOC6 /7-AAD (Alive celis).
E) Statistical analysis of DiOC6 and 7-AAD staining. * <P 0.01 as compared to the control




Table 3: NK-1 antagonistsprovoke alterations in cet! mentbranepermeabitity. Ceils were
treated with NK- 1 antagonist and/or anti-fas antibody. Afler 24 h, celis were stained with
Annexin V and PI and analysed by ftow cytometry. Annexin V7PF alive ceils; Annexin
V/Pf: Early apoptosis; Annexin Vt’Pi: late apoptosis.
* <P 0.05 as compared to the control group; * * <P 0.01 as compared to the control group;
t <P 0.05 as compared to the anti-fas+Antagonist; < P 0.01 as compared to the anti-
fas+Antagonist.
Table 4: NK-1 antagonists provoke disruption of the mitochondriat transmembrane
potential and atterations in DNA integrity. Ceils were treated with NK- 1 antagonist
and/or anti-fas antibody. Afier 24h, celi s were stained with DiOC6 and 7-AAD and
analysed by flow cytometry. DiOC677-AAD: Early apoptotic ceils; DiOC677-AAD: Late
apoptotic ceils; DiOC677-AAD: necrosis; DiOC677-AA1Y: Alive celis.
* <P 0.05 as compared to the control group; * * <P 0.01 as compared to the control group;
t < P 0.05 as compared to the anti-Fas+Antagonist; <P 0.01 as compared to the anti
Fas+Antagonist.
Table 5: Effect of antagonist D on Jurkat apoptosis. Ceils were treated with antagonist D
and/or anti-fas antibody. Afier 24h, celis were stained with DiOC6/7-AAD or Annexin
V/PI or Yo-Pro/PI and analysed by ftow cytometry. DiOC677-AAD: Early apoptotic celis;
DiOC677-AAD: Late apoptotic celis; DiOC6/7-AAD: necrosis; DiOC6177-AAD: Alive
ceils. Annexin V7PF: alive ceils; Annexin V7Pf: Early apoptosis; Annexin V7PI: late
apoptosis. Yo-Pro7Pf: alive ceils; Yo-Pro/Pf: Early apoptosis; Yo-Pro17PI: late
apoptosis
* <P 0.05 as compared to the control group; * * <P 0.01 as compared to the control group;
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Les mécanismes responsables de l’inflammation chronique des voies respiratoires dans
l’asthme demeurent mal compris. Des études récentes ont montré qu’il existerait un
dysfonctionnement du processus d’ apoptose des cellules immunitaires, ce qui permettrait
un prolongement de la survie cellulaire et, par conséquent, favoriserait la chronicité de
l’inflammation [25,26,35,36]• Ainsi, les lymphocytes T CD4 des sujets asthmatiques seraient
résistants à l’apoptose induite par Fas [35,361• Or, les mécanismes menant à cette résistance
demeurent à élucider.
La substance P fait partie d’une famille de peptides nommée tachykinines [471rn Elle est
codée par le gène préprotachykinine-A et se lie avec forte affinité au récepteur neurokinine
1 pour induire ses actions [471• Les récepteurs NK-1 sont exprimés par la majorité des
cellules immunitaires, qui sont elles-mêmes régulées par la sp [48,54,55,56,70,711 Ce
neuropeptide jouerait un rôle important dans l’apoptose puisqu’il inhibe la mort cellulaire
des neutrophiles humains [83] et des thymocytes murins induite par les glucocorticoïdes [841•
Dans ce projet de maîtrise, nous nous sommes questionnés sur le rôle des tachykinines, et
plus précisément de la SP, dans la régulation de l’apoptose des cellules T CD4. Dans la
majorité des types cellulaires, l’apoptose est induite chez les cellules activées [341• Pour cette
raison, nous avons utilisé comme modèle cellulaire les cellules Jurkat CD3 CD4 CD8,
une liguée cellulaire sensible à l’apoptose induite par Fas [1241 Jusqu’à présent, aucune
étude n’avait examiné l’expression et la fonction du récepteur NK-1 et de la SP dans le
processus d’apoptose des lymphocytes humains.
1. Les cellules Jurkat expriment le récepteur NK-1
De nombreux travaux de recherche ont démontré l’importance de la SP dans la régulation
de la fonction des cellules immunitaires [52,78,79,80] Malgré l’évidence du rôle
immunomodulateur de la SP, l’expression du récepteur NK-l sur les leucocytes
périphériques humains (LPH) et plus précisément sur les lymphocytes T demeure, pour sa
part, controversée. Plusieurs études ont montré l’expression du récepteur NK-1 par les
lymphocytes [56.70,71] alors que d’autres travaux semblent indiquer l’absence d’expression de
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ce récepteur sur les LPH [72-751 De ce fait, pour mieux définir et comprendre le type
d’interactions existant entre les cellules immunitaires et les tachykinines, il a d’abord été
nécessaire de déterminer si les cellules étudiées exprimaient les récepteurs aux
tachykinines. Nos résultats indiquent que le récepteur NK-l est exprimé par les cellules
Jurkat au niveau de l’ARNm. L’analyse en microscopie à épifluorescence semble indiquer
que chez les cellules Jurkat, le récepteur NK-l est localisé à la surface de la cellule et dans
le cytoplasme. La détection du récepteur NK-l par cytométrie en flux a permis de
confirmer l’expression de ce récepteur chez la majorité des cellules Jurkat.
2. Les cellules Jurkat: une source de substance P?
La SP est un autacoïde qui est rapidement catabolisé et nécessite d’être produit au voisinage
des cellules pour les activer. Dans un premier temps, il est donc important de déterminer si
le modèle cellulaire utilisé possède la capacité de produire ses propres tachykinines ou s’il
nécessite la production par un autre type cellulaire pour activer le récepteur NK-l. La SP a
initialement été identifiée dans les fibres C sensibles à l’action de la capsaïcine [47j• De
récentes études ont montré que le gène PPT-A ou la SP sont exprimés dans les cellules non-
neuronales telles que les cellules structurales des voies respiratoires [47] et les cellules du
système immunitaire [5356j En particulier, les lymphocytes humains expriment les
isoformes f3 et ‘ du gène PPT-A [56] Contrairement à l’étude de Lai et al. [56] et bien que les
cellules Jurkat soient des lymphocytes T CD4, nos résultats indiquent que ces cellules ne
semblent pas contenir de transcrits d’ARNm pour le gène PPT-A. Cependant, la SP a été
détectée et quantifiée par l’utilisation d’un essai immuno-enzymatique compétitif dans les
extraits de cellules Jurkat. Selon les informations obtenues du fabricant, ce kit permet de
détecter spécifiquement la SP et certains de ses métabolites et catabolites [143] L’absence
des isoformes du gène PPT-A pourrait donc refléter un «tum-over» rapide des transcrits
d’ARNm pour ce gène dans les cellules Jurkat. Les cellules Jurkat pourraient aussi mettre
en réserve de la sP [1311 et amorcer une synthèse de novo de ce peptide exclusivement au
moment de la libération de la $P par les cellules.
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Une autre hypothèse pourrait expliquer l’absence de transcrit d’ARNm pour le gène PPT-A
en dépit de la détection de la SP dans les cellules Jurkat. En effet, un troisième gène codant
pour les tachykinines a récemment été identifié. Chez l’humain, ce gène, nommé PPT-C ou
hTac4, code pour une série de tachykinines nommées hémokinine-l et endokinines
[144,145,1461 Une étude récente a également montré que, de manière identique au gène PPT
A, le gène PPT-C peut subir un épissage alternatif et générer quatre transcrits d’ARNm (ut,
f3, ‘y et ) qui, une fois traduits, donnent naissance à quatre peptides nommés endokinines
(EK) A (EKA), B, C et D [144,145,146] Jusqu’à présent, ces nouvelles tachykinines ont été
identifiées dans des cellules non-neuronales, dont les cellules B et les cellules T [144,145,146]
Les hémokinines et les endokinines semblent induire leur action par l’activation du
récepteur NK-l, tout comme la sP [1441
La séquence peptidique en C-terminale des hémokinines et des endokinines contient une
séquence consensus FXGLM-NH2 aussi présente dans la sP [144,145,1461 Cette séquence est
importante pour la liaison de la SP au récepteur NK-l et pour son activation. L’homologie
de la séquence entre la SP et les peptides dérivant du gène PPT-C pourrait expliquer
l’activation du récepteur NK-l par les hémokinines et les endokinines. De plus, les
anticorps produits contre la SP sont dirigés contre cette séquence consensus du peptide, ce
qui suggère que ces anticorps pourraient aussi reconnaître les hémokinines et les
endokinines. En effet, une étude récente a montré que le kit de la compagnie «Bachem»
utilisé pour détecter et quantifier la $P détecte aussi les hémokinines et les endokinines [1451•
Dans le cadre d’un autre projet de recherche mené dans le laboratoire du Dr. Maghni, nous
avons vérifié si le kit utilisé dans ce mémoire pour la quantification de la $P et provenant
de la compagnie Cayman détectait aussi l’hémokinine-l et les endokinines. Nous avons
ainsi montré que ce kit reconnaît aussi bien la SP que l’hémokinine-l et les endokinines A
et B (résultats non publiés). Cette découverte est importante car elle remet en question les
résultats obtenus précédemment dans les études décrivant la présence de SP dans certains
types cellulaires. Dans le cadre de notre étude, la non-sélectivité des kits de détection pour
la SP pourrait expliquer l’absence de transcrit d’ARNm pour le gène PPT-A dans les
cellules Jurkat [131] et la détection d’une immuno-réactivité pour la SP. Il est possible que
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les endokinines aient été détectées puisque le transcrit y du gène hTac4 est exprimé chez les
cellules Jurkat [146]• Le développement de kits permettant de détecter spécifiquement les
diverses tachykinines nous permettra de confirmer et de quantifier le type de tachykinine
exprimé dans les cellules Jurkat. Quel que soit le type de tachykinine exprimé par ces
cellules, il n’en reste pas moins que la SP, l’hémokinine-l et les endokinines A et B
induisent leurs effets par l’activation sélective du récepteur NK-l [144,145,1461
3. Régulation tachykinergique des cellules Jurkat
En résumé, nos résultats indiquent que les cellules Jurkat expriment le récepteur NK- 1. Les
cellules T humaines expriment également le récepteur NK-l [701, ce qui signifie que les
cellules Jurkat constituent un modèle cellulaire valide pour l’étude du rôle des tachykinines
dans la régulation de l’apoptose des cellules T CD4. Tout comme les cellules T humaines
[56] les cellules Jurkat contiennent des tachykinines et jusqu’à preuve du contraire, de la SP.
L’expression de la SP et du récepteur NK-l par les cellules Jurkat suggère fortement
l’existence d’une régulation autocrine de la fonction de ces cellules par les tachykinines.
Les tachykinines relâchées par les cellules T circulantes ou les lymphocytes T présents dans
les voies respiratoires des sujets asthmatiques [12-14] pourraient contribuer aux processus de
chronicité des événements inflammatoires et immunologiques observés dans la
physiopathologie de l’asthme.
4. Régulation tachykinergique du processus d’apoptose
La signification de l’expression du récepteur NK-1 et des tachykinines sur le plan des
fonctions des lymphocytes est très peu connue. La SP possède la propriété d’inhiber
l’apoptose de plusieurs types cellulaires, dont les neutrophiles [83], les thymocytes [84], les
macrophages péritonéaux [118] et les neurones ganglionnaires [119] À l’inverse, la SP
possède une activité pro-apoptotique chez les hépatocytes murins [881, les neurones du
cortex et de l’hippocampe [122,1231 ainsi que chez les cellules rénales transfectées avec le
récepteur NK-l [1221 D’autres travaux de recherche ayant étudié l’effet de certains
antagonistes sélectifs du récepteur NK-l sur l’apoptose ont montré que certains
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antagonistes exercent des effets pro ou anti-apoptotiques selon le modèle cellulaire étudié.
Par exemple, l’antagoniste L-703,606 protège les hépatocytes contre l’apoptose induite par
Fas et TNF-a [881 alors qu’il induit l’apoptose des neutrophiles [831rn
Au cours de cette maîtrise, l’existence de tels mécanismes a été étudiée chez les cellules
Jurkat. Pour démontrer l’existence de ces mécanismes autocrines, notre stratégie a été de
bloquer l’activation du récepteur NK-1 avec un antagoniste sélectif du récepteur NK-1
avant d’induire l’apoptose des cellules.
De récentes études indiquent que la SP peut activer les lymphocytes T par un mécanisme
récepteur indépendant ou comme dans le cas des monocytes, par activation d’une entité
réceptorielle différente des récepteurs NK-1 [147,1481 En utilisant des antagonistes du
récepteur NK- 1, nous nous sommes assurés que le mécanisme étudié était a priori
attribuable à l’activation de ce récepteur. Enfin, tel que mentionné précédemment, des
tachykinines autres que la SP se lient au récepteur NK- 1 pour induire leurs actions
[144,145,146] L’utilisation des antagonistes du récepteur NK-1 nous a donc permis d’étudier
les effets du blocage du système tachykinergique quelle que soit la tachykinine qui active
ce récepteur.
Nous avons donc utilisé divers antagonistes sélectifs du récepteur NK-l afin d’étudier
l’existence d’une régulation tachykinergique autocrine dans la modulation de l’apoptose
des lymphocytes T CD4 induite par l’activation de Fas. Ainsi, les cellules en culture ont
été stimulées ou non avec un anticorps monoclonal de souris anti-Fas qui active Fas en
absence de son ligand. L’activation de fas a été induite en présence ou non de divers
antagonistes sélectifs du récepteur NK-1. Nos résultats ont confirmé que l’activation de la
voie fas/fasL par un anticorps anti-fas induit l’apoptose des cellules Jurkat.
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5. Effets des antagonistes sélectifs du récepteur NK-1 sur le niveau basal
d’apoptose des cellules Jurkat
Nos résultats ont montré que le blocage du récepteur NK-1 par les antagonistes MDL
105,212 (un antagoniste double des récepteurs NK-1 et NK-2), RP 67580, WIN 51078, L-
703-606 et L-733,060 pendant 24 h provoque l’apoptose des cellules Jurkat. Ces résultats
sont en accord avec les données obtenues précédemment par Bockmann et al. qui indiquent
que l’antagoniste L-703,606 induit l’apoptose des neutrophiles humains [83]
Nos données montrent donc clairement que l’inhibition du récepteur NK-1 par les
antagonistes testés dans cette étude a induit l’apoptose d’une population des cellules Jurkat,
le L-703,606 étant l’antagoniste le plus puissant pour provoquer l’apoptose. L’induction de
l’apoptose suite au blocage du récepteur NK-1 est associée à une perturbation de la
perméabilité de la membrane cellulaire, à une extemalisation de résidus phosphatidylsérine
sur le feuillet externe de la membrane cellulaire, à une perte du potentiel mitochondrial et à
une fragmentation de l’ADN.
Il demeure difficile d’expliquer pourquoi seule une certaine population des cellules Jurkat
subissent l’apoptose suite à leur incubation avec un antagoniste du récepteur NK-1, alors
que la majorité des cellules Jurkat expriment ce récepteur. Quelques hypothèses peuvent
être élaborées. D’abord, il est possible que certaines phases du cycle cellulaire rendent les
cellules Jurkat plus sensibles à l’apoptose induite par le blocage du système
tachykinergique. Aussi, il demeure probable que le niveau d’expression de certaines
molécules anti ou pro-apoptotiques soit différente entre les cellules. Ainsi, les cellules
Jurkat exprimant un plus haut taux de la protéine Bel-2 pourrait résister plus facilement au
blocage de la voie tachykinergique.
Quoi qu’il en soit, nos résultats suggèrent fortement que le récepteur NK- 1 est impliqué
dans le processus homéostatique responsable de contrôler le niveau basal de l’apoptose des
lymphocytes T humains, ou du moins des cellules T Jurkat. De ce fait, nos résultats
suggèrent aussi que la SP ou toute autre tachykinine possédant la séquence consensus
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FXGLM-NH2, une fois libérée des cellules T, agirait de manière autocrine pour activer le
récepteur NK-l, et ainsi réguler le niveau basal d’apoptose. Bien que nous n’ayons pas
encore identifié le mécanisme par lequel le système tachykinergique régule le niveau basal
d’apoptose chez les cellules T Jurkat, nos résultats indiquent que ce processus implique la
participation de la mitochondrie comme le démontre la chute du potentiel mitochondrial
suite à l’incubation des cellules avec certains antagonistes du récepteur NK-1. De plus, nos
données indiquent que probablement suite à l’altération de l’intégrité de la membrane
mitochondriale, il s’ensuit une cascade d’événements conduisant à l’apoptose d’une
population de cellules Jurkat. L’ensemble des nos résultats indiquent que le processus
contrôlant l’apoptose de base des cellules T implique le système tachykinergique, le
récepteur NK-l jouant un rôle protecteur contre l’apoptose de base des cellules T Jurkat. Il
reste cependant à déterminer les facteurs reliant le récepteur NK- 1 et les tachykinines au
contrôle de l’apoptose chez les cellules T. Afin d’élucider la nature de ces facteurs, nous
avons décidé d’examiner si l’apoptose induite par l’activation de Fas était régulée par le
système tachykinergique, ce qui pourrait nous orienter sur le mécanisme de protection de
l’apoptose impliquant ce système.
6. Effets des antagonistes sélectifs du récepteur NK-1 sur le niveau
d’apoptose induite par l’activation de Fas
6.1 Effet du blocage du système tachykinergique sur les molécules de la voie de Fas
Nos résultats indiquent que le blocage du récepteur NK-l par les antagonistes MDL
105,212, WIN 51078, RP 67580 et L-733, 060 favorise l’apoptose induite par Fas.
Cependant, dans le cas du blocage du récepteur NK-l par l’antagoniste L-703,606, il
semble que l’apoptose induite par Fas soit potentialisée de façon synergique.
Diverses hypothèses peuvent être émises afin d’expliquer l’augmentation de l’apoptose
induite par l’activation de Fas lors de l’inhibition du récepteur NK-l. Le blocage du
récepteur NK- 1, et de ce fait du système tackykinergique autocrime, pourrait moduler
diverses étapes des voies de régulation de l’activation de Fas.
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Rappelons d’abord que la liaison de fasL à Fas entraîne le recrutement de la protéine
FADD, qui se lie à son tour à la pro-caspase 8. Celle-ci est ensuite activée et induit des
effets différents selon le type cellulaire [104,106,108,109,1 10] Dans les cellules dites de type I
(mitochondrie indépendante, Bel-2 insensible), une quantité importante de pro-caspases 8
sont activées, ce qui entraîne l’activation directe des pro-caspases 3 et 7. Ces caspases, une
fois activées, induisent l’apoptose de la cellule [104,106,108,109,110]
Une voie alternative entre enjeu dans les cellules de type II (mitochondrie dépendante, Bd
2 sensible), dans lesquelles une quantité moindre de pro-caspases 8 sont activées [106J• Les
caspases 8 activées clivent alors la protéine cytosolique Bid, normalement présente sous
forme inactive (figure 4). Le fragment obtenu, bid tronqué (bid-t), est ensuite transporté
vers la mitochondrie où il interagit avec deux protéines homologues à Bd-2, Bak et Bax,
provoquant la formation de pores dans la membrane externe de la mitochondrie. Il s’ensuit
la relâche de protéines pro-apoptotiques contenues à l’intérieur de la membrane
intermembranaire mitochondriale, incluant le cytochrome c. Celui-ci se lie à Apaf-1 et
permet le recrutement et l’activation de la pro-caspase 9, qui induit à son tour l’activation
des caspases 3, 6 et 7 [104,106,108,109,110J Une autre molécule nommée Smac/DIABLO est
relâchée de la mitochondrie en même temps que le cytochrome c et lève l’inhibition
exercée par la protéine inhibitrice de la caspase 9, XIAP, ce qui favorise l’activation de la
caspase [1041 Dans certains types cellulaires, le cytochrome c est nécessaire mais
insuffisant pour induire l’apoptose. Dans ces cas, Smac/DIABLO contribuerait donc à
favoriser la mort cellulaire [104]
Une fois activée, la caspase 3 agit sur une variété de substrats intracellulaires vitaux, dont
PARP, AIF, iCAD, eIF4GI et II, la gelsoline et la fodrine. Ces molécules provoquent les
changements morphologiques observés lors de l’apoptose, dont la formation de corps
apoptotiques, la condensation de la chromatine et la fragmentation de l’ADN [105] La
protéine iCAD peut aussi être la cible de la caspase 3, ce qui entraîne le relâchement d’une
ADNase spécifique (CAD) et la fragmentation de l’ADN [104,106]
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Il existe de nombreuses molécules qui régulent négativement l’apoptose induite par fas.
Par exemple, la phosphatase-l associée à fas ou FAP-l, est une tyrosine kinase qui
interagit avec le domaine cytoplasmique du récepteur Fas pour inhiber 1’ apoptose induite
par Fas. FAP-l régule aussi négativement l’activité des caspases 3 et 8 [149J Les cellules
Jurkat n’expriment pas FAP-l de façon endogène [1491 Par contre, la surexpression de
FAP-l dans les Jurkat transfectées leur confère une résistance à l’apoptose induite par Fas
[149,1501
Au niveau intracellulaire, les isoformes long et court de c-FLIP se lient sur la molécule
FADD et induisent respectivement une dégradation ou une séquestration de la caspase 8, ce
qui empêche la transduction du signal apoptotique. Une récente étude a d’ailleurs montré
qu’une diminution de l’expression de l’isoforme long de c-FLIP sensibilisait les cellules
Jurkat à l’apoptose induite par Fas {134,1351 Une autre étude effectuée sur des lymphocytes T
a conclu qu’une synthèse de novo de l’isoforme court de c-FLIP conférait une résistance à
l’apoptose induite par Fas [1361
Au plan mitochondrial, il a été montré que Bd-2 forme un complexe avec Bcl-XL et se lie
sur les molécules Bid-t et Bax pour bloquer la voie mitochondriale et l’activation de la
caspase [1511 Certaines études ont montré que dans les cellules Jurkat, Bd-2 était capable
de bloquer l’apoptose induite par Fas [152j Une étude récente a d’ailleurs montré qu’il y
avait une corrélation entre la surexpression de Bd-2 et la protection de ces cellules vis-à-vis
l’apoptose induite par Fas [1521 Cependant, une autre étude a conclu que Bd-2 ne
protégeait pas les Jurkat de l’apoptose induite par Fas [1521 Il est possible qu’une différence
relative dans l’expression basale de Bd-2 par les cellules Jurkat utilisées dans ces diverses
études soit à l’origine de ces résultats contradictoires.
Enfin, plusieurs autres molécules de la famille des inhibiteurs de l’apoptose (IAP) dont
XIAP et c-IAP peuvent inhiber l’apoptose induite par Fas en inhibant directement le
clivage des caspases 3, 7 et 9 [1531 La surexpression de XIAP dans les cellules Jurkat
inhibe l’apoptose induite par Fas [154j
70
Les antagonistes du récepteur NK-1 nommés MDL 105,212, WTN 51078, RP 67580, L-
733, 060 et L-703,606 favorisent l’apoptose induite par Fas. Ils pourraient agir à plusieurs
niveaux dans la voie de fas pour induire cet effet. Par exemple, ils pourraient provoquer
une augmentation de l’expression de molécules pro-apoptotiques telles que Fas, FasL,
FADD, Bad et des diverses caspases (8, 3 et 9). À l’inverse, il est possible que le blocage
du système tachykinergique inhibe certaines molécules anti-apoptotiques, dont FAP- 1, les
isoformes long et court de c-FLIP, les protéines mitochondriales Bd-2 et 3c1-XL et les
protéines de la famille des lA? (XIAP, c-IAP).
À ce jour, peu d’études ont montré un lien entre le système tachykinergique et la
modulation des molécules impliquées dans la voie d’apoptose induite par Fas, que ce soit
les protéines mitochondriales ou les caspases. Dans les macrophages péritonéaux, la SP
provoque l’accumulation de Bd-2, mais n’influence pas significativement les niveaux de
fas et de la caspase 8 [118] Une autre étude réalisée sur des cellules humaines de moelle
osseuse soumises à une hypoxie a montré que la S? bloquait l’activation de la caspase 3
[1331 Le blocage de la voie tachykinergique par les antagonistes du récepteur NK-l pourrait
donc augmenter Ï’apoptose des cellules Jurkat en diminuant le niveau de Bd-2 et/ou en
favorisant l’activation de la caspase 3.
Dans l’avenir, afin de caractériser les mécanismes d’apoptose induits par ces antagonistes,
nous mesurerons le niveau d’expression des diverses molécules impliquées dans la voie de
fas. Nous explorerons également les voies intracellulaires inhibées par les antagonistes du
récepteur NK-1 qui sont susceptibles de moduler le niveau des protéines de la voie de Fas
et ainsi d’induire l’apoptose des cellules Jurkat. À l’aide des données actuelles de la
littérature, plusieurs hypothèses peuvent être émises sur la nature des voies impliquées;
elles seront l’objet de la prochaine section.
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6.2 Voies intracellulaires tachykinergïques impliquées dans l’action pro-apoptotique
des antagonistes du récepteur NK-1
Lorsque activé, le récepteur NK-1 engendre l’activation de plusieurs voies cellulaires, dont
celles de la protéine kinase (PK) C (PKC) et de la PKA [48] Le blocage du système
tachykinergique par les antagonistes du récepteur NK-1 provoque ainsi l’inhibition de
multiples voies intracellulaires.
Certaines études indiquant une action anti-apoptotique de la SP ont montré que cet effet
était dû à l’activation de la voie protéine kinase C - Calcium - MAP/ERK [1191 Le récepteur
NK- 1 comporte sept domaines transmembranaires et est couplé selon le type cellulaire à
différents types de protéines G [47,41• L’interaction d’une séquence intracellulaire du
récepteur NK-l avec la protéine Gq provoque l’activation de la phospholipase C3 (PLCf3),
ce qui génère de l’inositol triphosphate (1P3) et du diacylglycérol (DAG). L’1P3 se lie à des
canaux calciques situés à la surface du réticulum endoplasmique. L’augmentation de
calcium intracellulaire qui en résulte de même que la formation de DAG stimulent la PKC.
Celle-ci régule la cascade des protéines kinases menant à l’activation de kinases
régulatrices des signaux extracellulaires (ERK), membres de la famille des MAP (Mitogen
Activated Protein) kinase [47.481• Ces protéines kinases activent des signaux de transcription
importants pour la prolifération cellulaire [47,481• Ainsi, nous proposons que le blocage du
récepteur NK-1 puisse conduire à l’inhibition des voies de signalisation activées par PKC
conduisant à (antagoniste NK-1 seul) ou favorisant (antagoniste NK-l et activation de fas)
l’apoptose des cellules Jurkat. D’ailleurs, une étude a montré que l’inhibition de la voie de
signalisation de la PKC favorise l’apoptose induite par Fas chez les cellules Jurkat [1551 ce
qui renforce notre hypothèse.
Il est à noter que le récepteur NK-1 peut aussi activer les protéines G12 et G13, menant à
l’activation des protéines G monomériques Ras et Rho [156] Les protéines Ras et Rho
induisent une réorganisation du cytosquelette d’actine en plus d’activer JNK et p38,
d’autres membres de la famille des MAP kinase qui exercent un rôle important dans la
régulation de la prolifération cellulaire [1561• Nous étudierons dans l’avenir si le blocage du
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système tachykinergique autocrine par un antagoniste du récepteur NK- I peut altérer la
voie de Ras et de Rho, et ainsi conduire à l’apoptose des cellules T Jurkat.
Une autre voie cellulaire, celle de la protéine NF-icB, pourrait être bloquée par les
antagonistes du récepteur NK-l et expliquer l’augmentation de l’apoptose observée. La
molécule NF-icB est un facteur de transcription qui joue un rôle clé dans plusieurs
processus inflammatoires et immunitaires (notamment dans la synthèse de cytokines) et
dans l’apoptose, comme facteur pro ou anti-apoptotique selon le type cellulaire [84j• Dans
les lignées lymphoïdes, NF-icB joue un rôle anti-apoptotique. Entre autres, il a été montré
que NF-icB protège les cellules T de l’apoptose induite par Fas [1371• Dans les cellules
Jurkat, il existe une corrélation inverse entre le niveau de Nf-icB et la susceptibilité à
l’apoptose induite par Fas [137]• Il est possible que ce phénomène s’explique par le fait que
NF-icB augmente l’expression de clAP [1371, une protéine anti-apoptotique, ainsi que la
production de c-FLIP [1381• Une étude effectuée sur les thymocytes murins a montré que
l’expression de la molécule NF-icB était significativement augmentée par la SP et que cette
tachykinine protégeait ces cellules de l’apoptose induite par les glucocorticoïdes [84j• Une
autre étude effectuée sur les astrocytomes humains a aussi montré que la SP activait de
façon spécifique NF-KB et qu’un antagoniste du récepteur NK-l, le GR73632, empêchait
son activation [139] La SP diminue aussi l’expression de 1kB, l’inhibiteur spécifique de NF
kB [84j• Donc, en bloquant la voie tachykinergique avec les antagonistes NK-l, il est
possible que la protection normalement conférée par Nf-icB contre l’apoptose induite par
Fas soit absente et favorise l’apoptose des cellules Jurkat.
Une autre hypothèse quant au mécanisme d’action des antagonistes du récepteur NK-1
mentionnés ci-dessus concerne la production ou l’inhibition de certaines cytokines ayant un
rôle à jouer dans la prolifération ou la mort cellulaire. Ainsi, une étude a montré que l’effet
protecteur des antagonistes CP-96,345 et L-733,060 sur l’apoptose des hépatocytes induite
par TNF-a était attribuable à l’inhibition de la production d’IfN-y et de TNF-Œ [88j• L’INF
y est une cytokine de type Thi qui favorise l’apoptose des lymphocytes T humains en
augmentant l’expression de Fas et de FasL à la surface des cellules T activées [341• Par
conséquent, il est possible que le blocage du récepteur NK-1 chez les cellules Jurkat
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conduise à une augmentation de la production d’IFN-y et donc à une augmentation de
l’apoptose induite par Fas. En outre, une étude a montré que la cytokine TGF-131 inhibait
l’apoptose induite par Fas dans les cellules Jurkat en réduisant l’expression de surface de
Fas et en augmentant l’expression de l’isofomie long de c-FLIP [157]• Le blocage de la voie
des tachykinines par des antagonistes du récepteur NK-1 pourrait donc diminuer la
production de cette cytokine anti-apoptotique et ainsi favoriser l’apoptose.
6.3 Variété des mécanismes d’action des antagonistes sélectifs du récepteur NK-1
Au cours de cette maîtrise, cinq antagonistes sélectifs du récepteur NK- 1 ont été utilisés
afin d’étudier le rôle des tachykinines dans l’apoptose induite par Fas. Tous les
antagonistes sélectifs du récepteur NK-1 ont augmenté l’apoptose induite par Fas. Or, le
pourcentage d’augmentation de l’apoptose induite par Fas diffère d’un antagoniste à l’autre.
Comment expliquer qu’au sein du même type cellulaire, divers antagonistes du même
récepteur exercent des effets différents? Certaines propriétés structurales et biochimiques
propres au récepteur NK-1 pourraient fournir un élément de réponse. En effet, des
chercheurs ont découvert qu’un analogue synthétique de la S?, nommé septide, induisait de
puissantes réponses très similaires à celles qui sont induites par la liaison du récepteur NK
1 par la SP. Or, des études de liaison en présence de SP ont montré une très faible affinité
du septide pour déplacer la liaison ou l’action de la SP par le récepteur NK-1 [47,158j•
Plusieurs questions ont été soulevées par cette découverte. Ainsi, il a été montré que le
récepteur contient deux sites conformationnels de liaison différents, un de très haute affinité
pour la SP, et l’autre de plus faible affinité pour la SP mais de haute affinité pour le septide
[1581 Ainsi, il est possible que le récepteur NK-1 adopte plusieurs conformations, l’une
favorisant la liaison de la SP, et l’autre la liaison du septide [1581 Des études ultérieures ont
montré que le site de liaison pour le septide était en fait le site de liaison de haute affinité de
la NKA sur le récepteur NK-1 [1591rn
À la lumière de ces données, nous pouvons donc émettre l’hypothèse selon laquelle le
récepteur NK-1 pourrait adopter des conformations différentes selon l’antagoniste qui s’y
lie. De plus, il est très probable que les sites de liaison des antagonistes utilisés diffèrent.
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Par exemple, le site d’interaction de l’antagoniste RP 6750 se situe au niveau du septième
domaine transmembranaire, alors que celui du L-703,606 se trouve au niveau des troisième
et quatrième segments extracellulaires du récepteur NK- 1 [1601• Or, une étude a montré que
des seconds messagers différents sont générés selon le site d’interaction du ligand avec le
récepteur NK-l [85J D’un antagoniste à l’autre, diverses voies d’activation pourraient donc
être bloquées, ce qui expliquerait la réponse différente obtenue avec les divers antagonistes.
Enfin, il est important de noter que le récepteur NK-1 humain existe sous au moins deux
isoformes réceptoriels: une forme longue et une forme tronquée. La forme tronquée est
amputée d’une partie de la séquence C-terminale de l’isoforme long (8 KDa manquant)
[1601 La $P a une plus grande affinité pour l’isoforme long du récepteur NK-1 [85J Il est
donc possible de penser que certains antagonistes pourraient se lier préférentiellement sur
l’une des deux formes du récepteur NK-1, et ainsi produire une action différente. Des
études plus poussées sur le type de récepteur NK-1 exprimé à la surface des cellules Jurkat
pourront, dans l’avenir, nous éclairer sur cette question.
7. L’antagoniste D, un antagoniste à part
Le [D-Arg’, D-Phe5, D-Trp7’9, Leu”] substance P ou antagoniste D est un dérivé de la
substance P. Des études ont montré que l’antagoniste D pourrait exercer une partie de ses
effets à la suite de sa liaison au récepteur NK-l [91,141j En effet, l’étude de Jarpe a montré
que l’antagoniste D possède un effet chimiotactique sur les neutrophiles et que cette action
pourrait être initiée par sa liaison au récepteur NK-1 et/ou au récepteur de l’IL-8 [91j
Cependant, contrairement aux autres antagonistes mentionnés ci-dessus, l’antagoniste D
n’ est pas sélectif pour le récepteur NK- 1. En effet, il agit également sur d’autres récepteurs
et il inhibe l’action de divers neuropeptides dont la bombésine, le peptide de relâche de la
gastrine, l’endothéline et la vasopressine [91] Pour cette raison, l’effet de l’antagoniste D
sur l’apoptose induite par Fas sera donc traité séparément, dans la présente section.
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8. Effet de l’antagoniste D sur le niveau basal d’apoptose des cellules
Jurkat
Chez les cellules Jurkat, nos résultats ont montré que le blocage du système
neuropeptidergique par l’antagoniste D pendant une période de 24 heures ne provoque
aucun effet significatif sur la viabilité cellulaire. Ces résultats sont en accord avec les
travaux de Matsumoto et al. qui ont montré que l’incubation des cellules Jurkat avec
l’antagoniste D n’induisait pas leur apoptose [941 Cependant, nos résultats diffèrent de ceux
obtenus dans plusieurs études ayant investigué l’effet de l’antagoniste D chez d’autres types
cellulaires. En effet, il a été montré que cet agent induit 1’ apoptose des cellules cancéreuses
pancréatiques [1401 et des cellules responsables du carcinome pulmonaire à petites cellules
[94J• D’autres études ont montré que l’antagoniste D inhibe la prolifération cellulaire in vivo
et in vitro de ces mêmes cellules de même que des cellules cancéreuses ovariennes et
endométriales [921 02]
Comment est-il possible que l’antagoniste D induise l’apoptose de plusieurs types
cellulaires alors qu’il n’a aucun effet sur l’apoptose des cellules T? Jusqu’à maintenant, il
existe très peu d’études sur le mécanisme d’action de l’antagoniste D sur les cellules
lymphoïdes. Par contre, divers travaux de recherche ont été réalisés afin d’élucider les
mécanismes d’action de cet antagoniste dans les autres types cellulaires. Les résultats de
ces études montrent que l’antagoniste D possède un vaste spectre d’action, ce qui nous
permet d’émettre diverses hypothèses concernant son action dans les cellules Jurkat. Dans
cette section, les résultats des études ayant montré un effet apoptotique de l’antagoniste D
seront abordés, de même que les mécanismes d’action impliqués. Des hypothèses
concernant les mécanismes d’action de cette substance chez les cellules Jurkat seront
ensuite émises.
Tout d’abord, tel que mentionné ci-dessus, l’antagoniste D inhibe l’action de la SP [91.141]
mais aussi celle du peptide de libération de la gastrine (GRP), de la bombésine, de
l’endothéline et de la vasopressine [911 D’ailleurs, sa synthèse a été motivée par le fait que
plusieurs types de cellules cancéreuses nécessitent des neuropeptides pour leur croissance
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[91j• Ainsi, en bloquant l’action de divers neuropeptides, l’antagoniste D aurait un potentiel
thérapeutique dans le traitement du cancer. C’est l’effet qui a été observé dans divers types
cellulaires, mais non avec les cellules Jurkat. Tous ces neuropeptides possèdent un
dénominateur commun: ils provoquent une mobilisation du calcium à partir des réserves
intracellulaires [9hJ• En plus, ils induisent une activation de certaines kinases dont ERK et
INK (membres de la famille des kinases d’activation de la mitogenèse) et la formation de
structures d’actine [911• L’activation de JNK est surtout médiée par les protéines GŒ12 et
Ga13 alors que la régulation de ERK nécessite l’activation de la protéine kinase C [91]
Dans les fibroblastes 3T3, l’antagoniste D inhibe la mobilisation de calcium induite par la
bombésine. Il inhibe aussi l’activation d’ERK-2 et cause une inhibition de la production
d’inositol triphosphate induite par la bombésine [91] Or, alors qu’on s’attendrait à ce que
l’antagoniste D inhibe aussi l’activation de JNK et la formation de structures d’actine, c’est
le contraire qui est observé. En effet, l’antagoniste D active JNK et provoque une
réorganisation du cytosquelette dans les fibroblastes 3T3 [91j• L’antagoniste D est aussi
capable de se lier au récepteur de l’IL-$ et de stimuler une augmentation de leur migration
et la mobilisation de calcium [91]• Dans les cellules responsables du carcinome pulmonaire
à petites cellules, l’antagoniste D active JNK, ce qui contribue à leur apoptose [1611
Comme le démontre ces exemples, l’action de l’antagoniste D est plutôt atypique. En effet,
l’antagoniste D, plutôt que de bloquer «classiquement» toutes les voies cellulaires
normalement activées par les neuropeptides, est capable d’activer certaines voies cellulaires
(ex. : mobilisation du calcium, activation de JNK) et d’en bloquer d’autres (ex.: production
d’1P3), et ce, au sein d’une même cellule. Pour décrire le comportement atypique de ce
composé, le groupe de Jarpe et al. a caractérisé l’antagoniste D d’antagoniste «biaisé » [91]
Il est donc possible de penser que dans les cellules Jurkat, certaines voies cellulaires sont
activées et que d’autres sont inhibées par l’antagoniste D. De plus, il est fort probable que
des voies cellulaires différentes soient activées et inhibées dans les cellules Jurkat par
rapport aux autres types cellulaires où un effet apoptotique de l’antagoniste D est observé.
Ainsi, dans les Jurkat, la voie protéine kinase C - Calcium - MAP/ERK pourrait être activée
par l’antagoniste D et la voie de JNK pourrait être inhibée, ce qui «protégerait» ces
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cellules de l’apoptose. D’ailleurs, plusieurs études ont montré que l’activation de la voie
PKC-Ca2’-ERK protégeait les cellules contre une multitude de signaux pro-apoptotiques
[1191 Ceci expliquerait pourquoi la survie cellulaire des Jurkat n’est pas affectée par
l’incubation avec l’antagoniste D.
Un autre mécanisme soulevé dans la littérature pour expliquer l’effet apoptotique de
l’antagoniste D sur les cellules impliquées dans le carcinome à petites cellules est
l’inhibition de certaines tyrosines kinases, dont des kinases d’adhésion focale
[161] pp6O, c
Src et c-Ahi [156] Cette étude a mis en évidence le rôle fondamental du niveau de
phosphorylation des tyrosines kinases dans la croissance ou la mort cellulaire. II est ainsi
permis de penser que, dans les cellules Jurkat, contrairement aux cellules pulmonaires, le
blocage des voies neuropeptidergiques par l’antagoniste D agit d’une façon différente pour
favoriser la survie cellulaire, possiblement en induisant la phosphorylation de certaines
tyrosines kinases impliquées dans la survie. Ces hypothèses restent à être investiguées,
mais elles pourraient expliquer, du moins en partie, les effets observés avec l’antagoniste D.
Pour les confirmer, nous pourrions donc mesurer le niveau de phosphorylation de certaines
tyrosines kinases, dont des protéines d’adhésion focale.
D’autre part, un autre mécanisme d’action a été soulevé dans la littérature pour expliquer
l’effet apoptotique de l’antagoniste D. sur les cellules impliquées dans le carcinome
pulmonaire à petites cellules. En fait, au sein de ce type cellulaire, l’action apoptotique
serait spécifiquement attribuable au blocage des récepteurs de la bombésine et du peptide
de relâche de la gastrine. Une autre étude a d’ailleurs montré que l’antagoniste spécifique
pour le récepteur de la bombésine/GRP, le [Leul3NJ(CH2NH)-Leu 14] bombésine, inhibait
la croissance de ces cellules pulmonaires tumorales [941 Dans la même veine, une étude
récente de Kanashiro et al. a montré que d’autres antagonistes du récepteur de la
bombésine/GRP, le RC-3940-IT et le RC-3940-Et, diminuent l’expression de Bd-2, une
molécule anti-apoptotique, chez les cellules responsables du glioblastome chez l’humain
[162] Plusieurs études ont aussi montré l’importance de la bombésine et du facteur de
relâche de la gastrine comme facteurs de croissance essentiels pour plusieurs types de
cellules tumorales [94, 162] 11 est donc logique que le blocage du récepteur de ces
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neuropeptides induise l’apoptose de ces types cellulaires. Or, il a été montré que les
cellules Jurkat n’expriment pas le récepteur pour le peptide de relâche de la gastrine [911
nous supposons que l’effet apoptotique de l’antagoniste D est principalement médié par
cette voie, et que cette voie est inexistante chez les cellules Jurkat, il est possible que nous
n’obtenions aucun effet sur la viabilité cellulaire des Jurkat. Dans le même ordre d’idée, il
est possible que l’expression de certaines protéines G soit différente entre ces deux types
cellulaires. Toutes ces avenues sont des pistes de réflexion qu’il sera intéressant
d’investiguer dans l’avenir, par exemple par la transfection du récepteur de la
bombésine/GRP dans les cellules Jurkat.
Enfin, une autre hypothèse non vérifiée jusqu’à maintenant peut être émise en ce qui
concerne le mécanisme d’action intracellulaire de l’antagoniste D sur les cellules Jurkat.
Tout d’abord, il est important de se rappeler que la liaison du récepteur NK-1 par la SP
entraîne une augmentation du niveau intracellulaire de 1’ adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) [47] L’activation de la protéine kinase A par l’AMPc inhibe la
prolifération cellulaire de plusieurs lignées de cellules leucémiques, dont les Jurkat, par la
modulation de l’expression de p27’’ et de la cycline D3 [1631• De plus, les thymocytes
subissent l’apoptose après avoir été exposés à des agents qui augmentent l’AMPc [164]
Compte tenu de ces données, il est possible que l’antagoniste D agisse au niveau du
récepteur NK-l pour bloquer la voie intracellulaire de la PKA et ainsi prévenir l’apoptose
des cellules Jurkat.
9. Effet de l’antagoniste D sur le niveau d’apoptose induite par
l’activation de Fas
Les résultats obtenus avec l’antagoniste D indiquent que ce dernier diminue ou protège les
cellules Jurkat des changements de perméabilité membranaire induits par l’activation de
Fas. À ce jour, peu d’études se sont penchées sur les interactions possibles entre la voie de
Fas et les voies intracellulaires inhibées et/ou activées par l’antagoniste D. Cependant,
plusieurs hypothèses peuvent être émises pour expliquer l’effet protecteur de l’antagoniste
D. En effet, il est possible que ce composé agisse à différents niveaux de la voie de Fas et
79
qu’il puisse moduler plusieurs voies cellulaires pour protéger les cellules Jurkat de
l’apoptose induite par Fas. C’est ce dont il sera brièvement question dans la section
suivante.
9.1 Effet du blocage du système neuropeptidergique par l’antagoniste D sur les
molécules de la voie de Fas
L’antagoniste D pourrait activer plusieurs mécanismes de résistance à l’apoptose induite
par Fas. Cependant, il existe actuellement très peu de données à ce sujet. Nous pouvons
émettre l’hypothèse que l’inhibition des divers neuropeptides régule négativement
l’expression de Fas, induit la relâche de Fas soluble ou encore provoque une inhibition de
certaines molécules pro-apoptotiques (Bax, Bad, caspases) ou, à l’inverse, induit une
augmentation de molécules anti-apoptotiques (FLIP, Bd-2). Les travaux ayant montré un
effet pro-apoptotique de l’antagoniste D sur les cellules humaines impliquées dans le
carcinome à petites cellules ont conclu 1) que l’activation de la caspase 3 était nécessaire 2)
que la surexpression de Bd-2 ne prévenait pas l’apoptose et 3) que le niveau de p53 n’était
pas influencé par l’antagoniste D [94j• Malgré le fait que nos résultats soient opposés aux
données de ces études, nous pouvons émettre l’hypothèse que dans les cellules Jurkat, le
blocage des diverses voies neuropeptidergiques par l’antagoniste D diminue l’expression de
la caspase 3, ce qui leur confère une protection contre l’apoptose induite par Fas.
Plusieurs hypothèses devront donc être vérifiées afin d’élucider le mécanisme d’action de
l’antagoniste D. Cela nous permettra assurément de mieux comprendre pourquoi le
traitement des cellules Jurkat avec l’antagoniste D ne provoque aucun effet sur la viabilité
cellulaire alors qu’en présence d’un anticorps anti-Fas, cette molécule confère une
protection contre les changements de perméabilité membranaire induit par Fas.
10. Lîmite du modèle cellulaire
Au cours de cette étude, nous avons utilisé les cellules Jurkat comme modèle cellulaire. Ce
choix présente plusieurs avantages. En effet, cette liguée cellulaire exprime à sa surface les
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molécules CD3 et CD4 en plus d’être sensible à l’apoptose induite par Fas1241. De plus, ces
cellules se répliquent rapidement et sont donc constamment disponibles pour
l’expérimentation. Par contre, cette dernière caractéristique des cellules Jurkat constitue
également l’une des limites de cette étude. En effet, il s’agit d’un modèle in vitro qui ne
représente pas nécessairement la réalité in vivo. De plus, ces cellules sont assurément
différentes sur plusieurs aspects (expression et niveau d’expression des gènes et des
protéines, etc.) des cellules T CD4 des sujets asthmatiques. Pour pallier à cette limite,
nous croyons qu’il serait pertinent dans un avenir proche de recruter des sujets normaux et




Au cours de cette étude, nous avons montré que les cellules Jurkat CD3CD4CDW
expriment à la fois le récepteur NK-1 et son ligand naturel, la $P, ce qui suggère l’existence
d’une régulation autocrine des fonctions des cellules T Jurkat par le système
tachykinergique. Nous avons ensuite utilisé ces cellules pour l’étude du rôle des
tachykinines dans l’apoptose de base et celle induite par l’activation de Fas. Les résultats
obtenus avec les antagonistes sélectifs du récepteur NK- 1 ont montré que le système
tachykinergique protège les cellules de l’apoptose et que le blocage de ce système
augmente de façon additive ou synergique l’apoptose induite par l’activation de fas. En
outre, nous avons voulu déterminer l’effet de l’antagoniste D sur l’apoptose de base et celle
induite par Fas chez les cellules Jurkat. Cette molécule inhibe l’action de plusieurs
neuropeptides dont la $P, la bombésine et le peptide de relâche de la gastrine et induit
l’apoptose des cellules responsables du carcinome pulmonaire à petites cellules. Chez les
cellules Jurkat, l’antagoniste D a eu un effet protecteur sur l’apoptose induite par Fas. Ces
résultats vont à l’inverse de l’effet des antagonistes sélectifs du récepteur NK-1 et est
contraire à l’effet observé chez les cellules responsables du carcinome pulmonaire à petites
cellules. Cela démontre que les voies d’apoptose et de prolifération cellulaire sont
étroitement liées et que selon le type cellulaire étudié, le même antagoniste peut conférer
une protection contre certains stimuli apoptotiques alors que dans d’autres cellules, il peut
induire 1’ apoptose.
Nous proposons donc que le récepteur NK- 1 est un facteur déterminant dans le contrôle de
l’apoptose des lymphocytes T CD4. Par l’emploi de divers antagonistes sélectifs du
récepteur NK- 1, nous avons montré de façon indirecte que l’activation du système
tachykinergique possède un rôle protecteur contre l’apoptose induite par Fas.
La concentration des tachykinines, dont la $P, est significativement plus élevée dans les
expectorations et les lavages broncho-alvéolaires des patients asthmatiques
comparativement aux patients normaux [46,65,661 Il est donc fort probable que chez les
sujets asthmatiques, les tachykinines protègent les lymphocytes T CD4 de l’apoptose
induite par fas. Cela favoriserait ainsi la persistance de l’inflammation et contribuerait aux
dommages des voies respiratoires observés dans l’asthme.
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En accord avec nos conclusions, l’étude de Jayaraman et al. a montré que les lymphocytes
T CD4 des sujets asthmatiques étaient résistants à l’apoptose induite par fas [36J Plusieurs
mécanismes ont été proposés pour expliquer cette observation. D’abord, Spinozzi et aï. a
montré que l’expression de Fas et de FasL est diminuée dans les cellules T des sujets
asthmatiques [351, résultat qui n’a pas été confirmé par d’autres études [36,39j Une autre
étude a montré qu’une augmentation de la concentration de Fas soluble pouvait être à
l’origine de la résistance à l’apoptose des cellules T des sujets asthmatiques. Il existe
également une controverse quant au rôle de la molécule anti-apoptotique 3d-2 dans la
résistance à l’apoptose dans l’asthme, certaines études montrant une augmentation [351 et
d’autres une diminution [381, ou un niveau équivalent d’expression [441 comparativement aux
cellules T de sujets témoins.
Une autre hypothèse pourrait cependant expliquer la résistance à l’apoptose induite par fas
chez les cellules T des sujets asthmatiques. Dernièrement, une étude a montré qu’il existe,
au sein des lymphocytes T CD4, une sous-population de cellules nommées cellules T
régulatrices [1651• Ce sous-type cellulaire possède le phénotype CD4 CD25 et est
important pour contrôler et éliminer les cellules T auto-réactives pendant les réponses
immunes [1651 Ces cellules sont donc primordiales afin de maintenir l’homéostasie et
prévenir les maladies auto-immunes et inflammatoires. Il a été montré que ces cellules sont
résistantes à l’apoptose induite par Fas [1651 De plus, à l’instar des cellules CD4 CD25,
les cellules CD4CD25 peuvent devenir résistantes à l’apoptose induite par Fas
lorsqu’elles sont en présence des cellules T régulatrices dans un ratio de 1:1 [1651 Il est
donc possible que, par un mécanisme qui reste à explorer, les tachykinines contribuent à ce
changement de phénotype des cellules CD4 et augmentent la proportion des cellules CD4
+[165] . . . . ,CD25 . Cela pourrait en partie expliquer la resistance a 1 apoptose induite par fas
observée chez les cellules T CD4 des sujets asthmatiques.
Dans ce mémoire, nous avons montré que les antagonistes sélectifs du récepteur NK-l
+induisaient 1 apoptose des cellules T CD4 . De plus, nous avons observe que le blocage du
système tachykinergique augmentait l’apoptose induite par fas. Ces antagonistes
constituent donc une voie thérapeutique prometteuse pour diminuer la proportion de
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cellules résistantes à l’apoptose induite par Fas chez les sujets asthmatiques. Des études
cliniques ont déjà montré l’utilité des antagonistes du récepteur NK-l contre la nausée, la
dépression majeure et l’anxiété [166] Cependant, puisque la substance P se lie également
sur le récepteur NK-2 et que plusieurs tachykinines sont co-localisées dans les voies
respiratoires des asthmatiques, il a été suggéré qu’il serait plus bénéfique de bloquer plus
d’un récepteur tachykinergique [1661 De même, des études ont montré que les antagonistes
sélectifs du récepteur NK-l avaient une efficacité minimale dans le traitement de l’asthme
[167] Des antagonistes des récepteurs NK-1 et NK-2 ont donc été développés. Tumer et al.
a ainsi montré une diminution de l’hyperréactivité et de l’inflammation des voies
respiratoires chez les primates traités avec un tel antagoniste [168,1691 Une étude plus
récente de Joos et al. a mis en évidence une diminution de la bronchoconstriction chez les
patients asthmatiques traités avec le DNK333, un antagoniste des récepteurs NK-l et NK-2
[170] Actuellement, des travaux sont en cours pour développer une série de composés ayant
une affinité pour les trois récepteurs des tachykinines [1671
En somme, les résultats obtenus dans le cadre de ce mémoire mettent en lumière une autre
propriété des antagonistes du récepteur NK-l, celle d’induire l’apoptose et d’augmenter
l’apoptose des cellules T CD4 induite par Fas. Nos travaux de recherche constituent donc
un nouvel argument pour encourager la recherche de meilleurs antagonistes des
tachykinines afin de mieux contrôler la condition asthmatique et ainsi améliorer la qualité
de vie de ces patients.
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